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 1.- INTRODUCTION
Nucleotides act as extracellular messengers in most organs and systems. They are 
involved in multiple biological events, including proliferation, differentiation, migration, 
apoptosis, neurotransmission and neurogenesis. Nucleotides can exert these actions through 
specific receptors, known as P2 type purinergic receptors, classified into ionotropic P2X 
receptors and metabotropic P2Y receptors. The first subtype are ligand-gated ion channels 
that gate extracellular cations, Ca2+, Na+ and K+, in response to ATP. These receptors consist 
of homo- and hetero-oligomers formed by the assembly of different subunits (P2X1 through 
P2X
7
) (North, 2002). P2X
7
 is considered an atypical P2X receptor because it requires for its 
activation ATP concentrations an order of magnitude higher than other P2X family members. 
In addition, its C-terminal domain is much longer than those of other P2X subunits. P2X
7
 
receptor was originally identified as the cytolytic P2Z receptor of the monocyte-macrophage 
lineage and was considered exclusive for immune system (Surprenant and cols., 1996). 
Afterwards, it has also been described in other cellular types including neural cells, in which 
it could mediate proliferation and differentiation, as well as neurotransmission (Deuchars 
and cols., 2001; Duan and cols., 2003; Hervas and cols., 2005; Panenka and cols., 2001; 
Sanchez-Nogueiro and cols., 2005).    
The P2Y receptors are G protein-coupled receptors. To this date seven mammalian 
P2Y receptors have been cloned (P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 and P2Y14) 
(Abbracchio and cols., 2003). Pharmacologically P2Y receptors can be classified into receptors 
activated by adenine nucleotides (P2Y1, P2Y12, P2Y13 and human P2Y11), receptors activated 
by uridine nucleotides (human P2Y
4
 and P2Y
6
) and receptors with mixed selectivity (P2Y2 
and rodent P2Y
4
). P2Y1, P2Y12 and P2Y13 receptors are selective for ADP and are coupled 
to several intracellular pathways. P2Y1 receptor activates PLC and induces intracellular 
calcium mobilization, whereas activation of P2Y12 and P2Y13 receptors is coupled to Gi 
protein, leading to adenylate ciclase inhibition.
Usually, several P2 receptors are coexpressing in the same tissue, so they are difficult 
to characterize “in vivo” and their intracellular signalling is not well known. Nucleotide 
receptors can activate various proteins, such as phospholipase C, protein kinases C, MAP 
kinases, PI-3 kinase, PKD, etc. (Bradford and Soltoff, 2002; Erb and cols., 2006). 
 Our group has been focused on purinergic receptor characterization in different 
models, such as synaptosomal preparations from several brain regions  and cultures of 
neurons and glial cells from rat cerebellum (P7). We have reported that purinergic receptors 
are present in Purkinje and granular neurons and in cerebellar astrocytes (Hervas and cols., 
2003; Mateo and cols., 1998). In this last cell type, various metabotropic P2Y receptors 
(P2Y1, P2Y2/4 and P2Y6 receptors), but no ionotropic P2X receptors, are being expressed 
(Jimenez and cols., 2000). The cloning of new P2Y receptors subtypes specific for ADP, 
P2Y12 and P2Y13 (Hollopeter and cols., 2001; Zhang and cols., 2001), and the identification 
of P2X
7
 receptor in the nervous system led us to search their presence in astrocytes and 
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characterize their intracellular signalling pathway. 
2.- RESULTS
2.1.- Characterization of ADP receptors expressed in rat cultured cerebellar 
astrocytes
 Several strategies can be used to study the presence of a receptor in a cellular model. 
They include RT-PCR experiments, immunocytochemistry studies and biochemical and 
pharmacological approaches to prove its functionality. 
2.1.1.- Identification of ADP receptors present in cerebellar astrocytes
RT-PCR analysis showed that cerebellar astrocytes co-express mRNA codifiying for 
the three ADP receptors subtypes, P2Y1, P2Y12 and P2Y13 receptors. Sometimes, there is 
no correlation between detection of the mRNA and the presence of the protein. Thus, we 
also carried out immunocytochemistry experiments using antibodies against P2Y1 and P2Y12 
receptors. There was no specific labelling of astrocytes with anti-P2Y12 receptor antibody, 
whereas a specific staining was observed with anti-P2Y1 receptor antibody in the same 
experimental conditions.
2.1.1.- Inhibition of cAMP production by Gi-linked ADP receptors
 Based on the fact that cerebellar astrocytes possess β-adrenergic receptors coupled 
to adenylate cyclase activation (Jimenez and cols., 1999), the functionality of Gi-linked 
ADP receptors was investigated by analysing the effect of specific agonists, 2MeSADP and 
ADP, on cAMP production induced by isoproterenol. These experiments were carried out 
in the presence of MRS-2179, a specific inhibitor of P2Y1 receptor, in order to avoid any 
response mediated by this receptor. Co-stimulation of astrocytes with 2MeSADP or ADP and 
isoproterenol reduced the isoproterenol-increased cAMP levels in a dose-dependent manner, 
reaching a maximum of 40% reduction at 10 µM agonist concentration. The IC
50
 values 
were 46 ± 13 nM and 23 ± 14 nM for 2MeSADP and ADP respectively. The similar potency 
displayed by both agonists suggests that the ADP receptor that mediates this inhibition 
was a P2Y
13
-like receptor. The pharmacological profile of P2Y12 receptor is quite different, 
2MeSADP is 20-30 times more potent than ADP (Communi and cols., 2001; Hollopeter and 
cols., 2001; Marteau and cols., 2003; Simon and cols., 2002; Zhang and cols., 2001).
 To confirm the involvement of a P2Y
13
-like receptor in the adenylate cyclase inhibition 
we examined the action of 2MeSAMP, a P2Y12 receptor antagonist (Hollopeter and cols., 
2001; Takasaki and cols., 2001). Preincubation of astrocytes with 100 µM 2MeSAMP for 3 
minutes did not revert the inhibition displayed by 2MeSADP. 
 Finally, we tested whether the inhibition of adenylate cyclase by P2Y agonists was 
associated with Gαi protein. For this purpose, astrocytes were preincubated overnight with 
100 ng/mL pertussis toxin previous to carrying out cAMP determinations. This pretreatment 
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completely abolished the inhibitory effect of 2MeSADP indicating the involvement of a Gi/o 
protein. 
2.1.2.- Characterization of calcium responses induced by 2MeSADP
 A difference between P2Y12 and P2Y13 receptors is that the latter also couples to PLC 
activation (Communi and cols., 2001). Thus, we decided to investigate whether 2MeSADP 
induce calcium mobilization. 
 In a first approach, we analyzed calcium responses in astrocyte populations using 
fluorimetric assays with the fluorescence dye fura-2. Stimulation of cells with 10 µM 
2MeSADP elicited [Ca2+]i increases of 360 ± 45 nM. These responses were not affected by 
preincubation with 10 µM MRS-2179 and/or 100 µM 2MeSAMP, demonstrating that they 
were not mediated by P2Y1 or P2Y12 receptors. On the other hand, when astrocytes were 
treated overnight with 100 ng/mL pertussis toxin, the [Ca2+]i increases elicited by 2MeSADP 
corresponded to 30% of those obtained in untreated control cells. 
 Afterwards, the characterization of 2MeSADP calcium responses was carried out in 
individual astrocytes. All tested cells responded to 10 µM 2MeSADP with [Ca2+]i transients, 
but the magnitude of the calcium responses observed in the presence of MRS-2179 was 
very heterogeneous.  We found three groups of cells: A) cells in which 2MeSADP calcium 
responses were not prevented by this antagonist, B) cells that were partially sensitive to 
MRS-2179 antagonism, which showed between 31 to 70% of control responses (49% of 
tested cells) and C) astrocytes in which 2MeSADP responses were completely abolished by 
MRS-2179 (13% of tested cells). The same distribution pattern of calcium responses was 
obtained after preincubation with the two antagonists MRS-2179 and 2MeSAMP.
 To discriminate between P2Y1 and P2Y13-like receptors expressed in astrocytes 
concentration-responses curves for 2MeSADP in the presence and absence of MRS-2179 
were carried out. The EC
50
 values were 1,44 ± 0,25 µM and 14,19 ± 2,35 nM, respectively. 
When these results were analyzed in detail we observed that intracellular calcium mobilization 
induced by 100 nM of agonist, which represents 90% of maximum response, was completely 
abolished by MRS-2179.
 These results suggested that the responses induced by low concentrations of 
2MeSADP were mediated by P2Y1 receptors, but astrocytes also express other ADP receptor 
that was being activated by high agonist concentration, being the best candidate a P2Y
13
 type 
receptor.
2.1.3.- 2MeSADP-stimulated ERK activation through P2Y13-like receptor in cerebellar 
astrocytes
 Some purinergic receptors are also coupled to ERKs activation. To examine this 
possibility, western blot experiments, using antibodies that recognize the phosphorylated and 
unphosphorylated forms of p42 and p44 isoforms, were carried out. Astrocyte stimulation 
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with 10 µM 2MeSADP increased the phosphorylation level of ERK1 and ERK2. The ERK 
activation was about two times over basal levels. This effect was completely prevented by 
the specific MEK inhibitor U-0126.
 Activation of ERK was transitory, with maximal response at 5 minutes, and 
concentration-dependent with an EC
50
 value of 48,5 ± 5,92 nM, the maximal effect was 
observed at 1 µM. In order to determine what receptor was mediating this response we 
carried out the same experiments in the presence of MRS-2179. In this case, dosis-response 
curve was similar to that obtained in control conditions. The EC
50
 value calculated was 20,98 
± 2,20 nM. 
 ERK phosphorylation was insensitive to intracellular calcium chelator BAPTA-AM, 
but it was abolished by pertussis toxin, by PP2, a Src proteins inhibitor, and by long-term 
treatment with phorbol esters. So, ERK activation is mediated by a Gi/o protein, Src proteins 
and novel PKCs, which were calcium independent and regulated by DAG.
2.2.- Characterization of functional P2X7-like receptors in rat cerebellar astrocytes
 Previous studies revealed that calcium responses elicited by 100 µM ATP were 
not affected by the removal of extracellular calcium so it led us to think that cerebellar 
astrocytes did not express functional P2X receptors. But these experiments did not exclude 
P2X
7
 receptor expression because this agonist concentration was not enough to activate 
it. Thus we decided to analyze P2X
7
 functionality using BzATP that is an agonist of P2X
7
 
receptor 10-30 times more potent than ATP (North, 2002). It is necessary to bear in mind that 
BzATP also acts on other P2X receptors and on metabotropic P2Y11 receptor (Bianchi and 
cols., 1999; Communi and cols., 1999), but in our model these interactions were excluded 
(Jimenez and cols., 2000).  
It has been described that P2X
7
 receptor in macrophages activates signalling pathways 
which induces a cytolytic pore formation by recruitment of different proteins (Faria and 
cols., 2005; Jiang and cols., 2005; Pelegrin and Surprenant, 2006). In order to check this 
possibility, we recorded uptake of Yo-Pro1, a fluorescent DNA chelating dye. In cerebellar 
astrocytes there was no accumulation of the dye for one hour incubation with 100 µM 
BzATP, which ruled out the pore formation. This result was confirmed by using a cellular 
viability kit. In these experiments we also observed that incubations with BzATP induced 
morphological changes, which were not mimicked by other nucleotides, such as UTP or 
2MeSADP. Although the best candidate for mediating this effect was P2X
7
 receptor, we have 
investigated the presence of all the P2X receptors cloned so far. 
 To analyze the P2X expression, RT-PCR experiments were performed. In these assays 
high levels of mRNA for P2X1, P2X3, P2X4 and P2X7 were detected. In contrast, P2X2, P2X5 
and P2X
6
 subunits appeared to be nearly absent in astrocyte cultures. In most cases the 
mRNA detection did not correlate with the presence of the protein. Using specific antibodies 
against the different P2X subunits, only specific immunolabeling for P2X
4
 and P2X
7
 proteins 
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was found. No detection of P2X1 and P2X3 proteins explains the lack of responses to α,β-
meATP, the specific agonist of these P2X subtypes. 
2.2.1.- Characterization of calcium responses induced by BzATP
 In order to study the functionality of P2X
7
 receptor we analyzed calcium responses 
induced by BzATP. Stimulation with 100 µM of this agonist was able to elicit [Ca2+]i rises 
in astrocyte populations. The kinetic of the responses was totally different from those 
induced by other nucleotides. While calcium responses evoked by 2MeSADP or UTP were 
transient, those elicited by BzATP were maintained and even rising during the time of agonist 
application.
 Given that ATP concentrations higher than 100 µM were required for P2X
7
 receptor 
activation, we have reanalyzed the ATP calcium responses using concentrations up to 3-5 mM, 
in order to compare them to those triggered by BzATP in the same experimental conditions. 
In this case, the shape of ATP calcium responses elicited by 3 mM ATP was completely 
different to those induced by BzATP and similar to that observed when cells were stimulated 
with 100 µM UTP. This result confirms that ATP was interacting with the metabotropic P2Y2 
receptor, which is homogeneously distributed in all astrocyte population.
2.2.1.1.- Characterization of BzATP calcium responses in individual astrocytes.
To know the nature of the putative P2X
7
 receptor present in cerebellar astrocytes, 
we studied the pharmacological profile of BzATP calcium responses. This was made in 
individual cells in order to better compare to those previously reported for 2MeSADP and 
UTP.  All tested cells responded to 100 µM BzATP with ∆F
340
/F
380
 of 0,38 ± 0,02. The effect 
was dose-dependent with an EC
50
 value of 15,3 ± 3,5 µM and maximal response reached at 
300 µM.
 When astrocytes were stimulated with BzATP for several minutes, biphasic responses, 
with an initial transient component followed by a tonic phase, were observed in the majority 
of cells (83%). Only a small percentage of astrocytes presented calcium responses with an 
unique component. The removing of extracellular calcium completely abolished the sustained 
component, but, to our surprise, the initial transient was maintained. This result indicates 
the involvement of both an ionotropic and a metabotropic mechanism. The participation of 
phospholipase C (PLC) was investigated by using U-73122, a PLC inhibitor. After 3 minutes 
preincubation with 3 µM U-73122, the calcium responses elicited by BzATP only displayed 
the tonic component. Similar preincubation with U-73343, an inactive analogue of U-73122, 
did not modify the shape of calcium responses. 
 To confirm that BzATP was activating a P2X
7
 receptor we examined the effect 
of PPADS and BBG, two antagonists of this receptor subtype (Bianchi and cols., 1999; 
Jiang and cols., 2000). These compounds affected BzATP calcium responses although they 
exhibited different behaviour. Preincubation of astrocytes for 3 minutes with 1 µM BBG 
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completely depressed the tonic component, while the initial transient was reduced by 30%. 
At variance, 30 µM PPADS suppressed the two components of BzATP calcium responses. 
None of these antagonist modified ATP or UTP calcium responses, corroborating again that 
ATP and BzATP interact with different receptors, the P2X
7
-like and the PPADS-insensitive 
P2Y2 receptors.
 It is well known that P2X
7
 receptor responses were modulated by divalent cations 
(Acuna-Castillo and cols., 2007; Liu and cols., 2008). So, we also studied the effect of 
divalent cations on the BzATP calcium responses. In the presence of high Mg2+ concentrations 
or Zn2+, the percentage of cells that only exhibited transient responses increased and, in those 
cells that showed biphasic responses, the magnitude of the second phase decreased. On the 
contrary, in the absence of Mg2+, there was an increase in the number of cells that exhibited 
biphasic responses rising over the entire stimulation period. In any case transitory component 
was significantly modified. 
2.2.2.- Intracellular signalling pathways activated by BzATP in cerebellar astrocytes
 In order to determine what mechanism was mediating the morphological changes 
induced by BzATP, we analyzed how this nucleotide modified the phosphorylation state of 
ERKs and PKD. Both proteins can be activated by purinergic receptors and are involved in 
cell differentiation (Bradford and Soltoff, 2002; Gendron and cols., 2003). Protein kinase D, 
also called PKCµ, is serine/threonine kinase distantly related to the PKC family, which has 
been implicated in the regulation of multiple biological processes, including Golgi function, 
cell growth, apoptotic events, tumour invasion and even in brain physiology.
2.2.2.1.- Characterization of PKD activation induced by nucleotides in cerebellar astrocytes
 We focused on the study of the activation of protein kinase D by nucleotides due to 
the fact that, just as the P2 receptors, it is also expressed in immune and nervous system and 
it is involved in apoptosis, neurite growth, growth cone organization, cellular proliferation 
and other processes in which nucleotide participation has been described. PKD activation 
was analyzed by immunoblotting using the antibody recognizing the autophosphorylated site 
(Ser916), which correlates with PKD enzyme activity when this residue is phosphorylated. 
2MeSADP 10 µM did not induce PKD phosphorylation, while 100 µM UTP and 100 
µM BzATP promoted a phosphorylation level increase about 12-15 fold over basal. This 
activation was time-dependent with a maximal response at 5 minutes. BzATP activated PKD 
in a concentration-dependent manner, showing an EC
50
 value of 67,75 ± 11,3 µM, reaching 
the maximum at 300 µM, which corresponded to 18-fold above basal level.
 Afterwards, we analyzed the effect of BBG and PPADS on PKD phosphorylation to 
confirm whether P2X
7
 receptor was mediating BzATP responses. Both antagonists blocked 
PKD activation induced by BzATP, and, as expected, neither of them modified the UTP-
induced PKD stimulation.
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 Given that the stimulation of P2X
7
 and P2Y2 receptors elicited a rise in [Ca
2+]i, we 
studied the PKD activation calcium-dependence. In the absence of extracellular calcium, 
BzATP was still able to activate PKD having 80% of the response obtained in normal 
conditions. UTP-stimulated PKD phosphorylation was also independent of intracellular 
calcium, in this case effect of BAPTA-AM (30 minutes, 10 µM) was tested. This calcium 
independence agreed well with the participation of the novel PKCη and PKCε isoform, 
which are regulated by DAG. These nPKCs transphosphorylated two residues (Ser744 and 
Ser748) that are located in PKD activation loop, leading to PKD activation. To address 
this issue, cells were preincubated 3 minutes with 3 µM Gö6850, a nPKC inhibitor. This 
compound completely abolished PKD activation. DAG production can be induced by PLC. 
So, cells were pretreated with 3 µM U-73122 for 3 minutes previous to be stimulated with 
nucleotides. This treatment completely prevented PKD phosphorylation induced by UTP 
and strongly reduced that elicited by BzATP, whereas the inactive analogue U-73343 had 
no effect in the same conditions. When cells are pretreated with U-73122 plus EGTA, the 
BzATP effect is completely abolished, suggesting that PKD phosphorylation is mediating 
by metabotropic and ionotropic mechanisms. To check what G protein was involved, we 
analyzed pertussis toxin effect. This treatment did no modified PKD activation induced by 
both agonists, indicating that Gq proteins were implicated.
 Studies carried out with GFP-PKD fusion proteins demonstrated that PKD activation 
was accompanied by changes in its intracellular locations, shuttled from cytosol to plasma 
membrane and even to the nucleus, although they were independent processes (Matthews and 
cols., 1999). We next examined whether GFP-PKD, transiently transfected into astrocytes, 
undergoes translocation in responses to 100 µM BzATP or UTP. Neither of these antagonists 
modified PKD location. Considering that 100 µM BzATP was a submaximal effective 
concentration, perhaps higher agonist concentrations were required. To check this possibility 
time course experiments were carried out using 300 µM BzATP. In these conditions, after 
20-30 minutes of incubation, PKD was irreversibly translocated to plasma membrane. When 
GFP-PKD activation was analyzed by western blot the pattern of endogenous PKD activation 
was reproduced. The translocation phenomenon was also sensitive to BBG and PPADS.
2.2.2.2.- Characterization of ERKs activation by nucleotides in astrocytes
 ERKs proteins were activated by 100 µM BzATP or UTP in larger extension than 
by 10 µM 2MeSADP. BzATP-induced ERKs phosphorylation was dose-dependent, with 
an EC
50
 value of 27,38 ± 3,87 µM, reaching the maximum effect at 100 µM at 5 minutes 
of stimulation. Effect of P2X
7
 receptor antagonists was variable. PPADS abolished PKD 
activation elicited by BzATP, while BBG diminished ERKs phosphorylation about 30%.
 Again, we analyzed whether ERKs activation was calcium dependent. Calcium 
chelators, EGTA and BAPTA-AM, did no affect BzATP and UTP responses, respectively. 
However, ERKs activation induced by BzATP was reduced about 30% when astrocytes were 
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preincubated with EGTA plus BAPTA. 
 To establish what mechanism is involved in ERKs activation induced by UTP and 
BzATP we checked the effect of several treatments. In both cases ERKs phosphorylation 
was abolished by preincubation with pertussis toxin, PLC inhibitor U-73122 and nPKCs 
inhibitor Gö6850. On the contrary, PP2 (10 µM, 30 minutes) an inhibitor of Src proteins, did 
not have an effect.
3.- CONCLUDING REMARKS
 On sight of these results we can conclude:
1.- Cerebellar astrocytes coexpress two ADP receptor subtypes which can be 
simultaneously activated at nanomolar concentrations of the nucleotide, P2Y1 and P2Y13-
like receptors.  P2Y1 receptor induces PLC activation and intracellular Ca
2+ mobilitation and 
P2Y
13
-like receptor is coupled to adenylate cyclase inhibition. 
2.- P2Y
13
-like receptor also elicited ERKs activation by an intracellular mechanism 
that involve Gi/o proteins, Src and calcium-independent PKCs. This receptor is also coupled 
to PLC at high agonist concentrations. 
An interaction between both receptors can not be excluded. It is possible that a cross-
talk between intracellular signalling pathways exists similar to the interaction between P2Y1 
and P2Y12 receptors described by Hardy and colleagues (Hardy and cols., 2004). However, 
a “physical interaction” can not be ruled out. There are some evidence suggesting that P2Y 
receptors can form homo- and heterodimers (Choi and cols., 2008; D’Ambrosi and cols., 
2006; Ecke and cols., 2008; Savi and cols., 2006).
 3.- A P2X
7
-like receptor is expressed in rat cerebellar astrocytes. This receptor 
eeeeeeThis phenomenon, namely ionotropic receptors displaying metabotropic activity, has 
been described for several ionotropic receptors, such as acetilcholine nicotinic receptors, 
AMPA receptors or Kainate receptors (Giovannelli and cols., 1991; Rodriguez-Moreno and 
Lerma, 1998; Rozas and cols., 2003; Sorenson and Gallagher, 1996).
 Some authors have proposed that several P2X
7
 receptor conformations could exist 
(Garcia-Marcos and cols., 2006; Li and cols., 2003). Maybe, in astrocytes, two P2X
7
 receptor 
forms exist. One of them would be responsible of PLC and ERKs activation mediated by Gi 
proteins. The other conformation would mediate channel activity. PKD activation would be 
mediated by the two P2X
7
 receptor forms.
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1.- EL SISTEMA PURINéRGICO.
 El ATP desempeña importantes funciones intracelulares. Se considera el elemento 
central del metabolismo energético y participa en numerosos procesos celulares, entre 
los que se encuentran la síntesis de macromoléculas o el mantenimiento de los gradientes 
iónicos de membrana. Además, es el precursor estructural de los ácidos nucleicos y regula 
la actividad de una gran diversidad de enzimas. Pero, el ATP, al igual que otros nucleótidos 
y nucleósidos, también están implicados en importantes funciones extracelulares. 
Las primeras evidencias de la  participación de las purinas en la señalización 
extracelular datan de principio del siglo pasado, cuando Drury y Szent-Gyorgyi (1929) 
demostraron que la adenosina y ácidos adenílicos (AMP, ADP y ATP) extraídos del músculo 
cardíaco, producían diversos efectos biológicos como la dilatación arterial o la disminución 
de la presión sanguínea. Poco después, se sospechó que la adenosina y el ATP debían actuar a 
través de receptores diferentes (Gillespie, 1934). Más adelante, se describieron las acciones 
extracelulares de estos compuestos en otros tejidos, destacando sus efectos sobre la motilidad 
intestinal y la contracción uterina (Deuticke, 1932; Berne, 1963).
Las acciones del ATP pronto se extendieron al sistema nervioso. En los años cincuenta, 
el grupo de Holton propuso al ATP como la sustancia vasodilatora que se liberaba tras la 
estimulación de los nervios sensoriales del conejo (Holton y Holton, 1953; Holton y Holton, 
1954; Holton, 1959). Al principio de la década de los 60, se detectaron en el sistema nervioso 
autónomo respuestas postsinápticas en presencia de antagonistas colinérgicos y adrenérgicos, 
lo que llevó a postular la existencia de nervios no-adrenérgicos no-colinérgicos (NANC). 
Posteriormente, Burnstock propuso que dicho efector era el ATP, acuñando el nombre 
de nervios purinérgicos y sugiriendo la existencia de una neurotransmisión purinérgica 
(Burnstock y cols., 1970; Burnstock, 1972). Durante mucho tiempo, estos conceptos no 
fueron plenamente aceptados. Sin embargo, en los años siguientes, fueron acumulándose 
evidencias que apoyaban esta hipótesis.
Para que un compuesto sea considerado un neurotransmisor, es necesario que sea 
sintetizado por las neuronas, que se almacene en vesículas de secreción y se libere por exocitosis 
en respuesta a un estímulo eléctrico. Una vez en el medio extracelular, debe interaccionar 
con receptores específicos de membrana y cuando finaliza su acción tiene que ser eliminado 
de la hendidura sináptica mediante su recaptación o a través de su degradación.  Como se 
mostrará a continuación, el ATP y otros nucleótidos cumplen todos estos requisitos.
En los años 70 surgió el concepto de cotransmisión, según el cual una misma célula 
nerviosa podía almacenar y liberar más de un tipo de neurotransmisor. De acuerdo con 
esta idea, se comprobó que el ATP podía ser coalmacenado y coliberado junto adrenalina 
o acetilcolina (Burnstock, 1976). Posteriormente, se identificaron otros nucleótidos y 
compuestos relacionados que también se almacenaban en vesículas secretoras. Entre ellos, 
se encuentran los diadenosina polifosfatos (ApnA, n=4-6), que inicialmente se detectaron en 
los gránulos cromafines junto con el ATP y otros neurotransmisores (Rodriguez del Castillo 
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y cols., 1988; Pintor y cols., 1991; Pintor y cols., 1992a). El almacenamiento de estas 
moléculas en los gránulos de secreción, requiere un sistema de transporte eficaz al interior 
de los gránulos en contra de gradiente de concentración, los transportadores vesiculares. El 
transporte de los nucleótidos y de los diadenosina polifosfato, se realiza a través del mismo 
transportador vesicular, todavía no clonado, que posee una baja especificidad lo que permite 
la acumulación todos los nucleótidos di- y tri- fosfatos en el interior de los gránulos (Gualix y 
cols., 1997; Gualix y cols., 1999). Los nucleótidos y dinucleótidos también se han detectado 
coalmacenados con serotonina en los gránulos densos de las plaquetas y con histamina en los 
mastocitos y en los basófilos (Luthje y Ogilvie, 1983; Dubyak y el-Moatassim, 1993).
La presencia del ATP y de los dinucleótidos en vesículas sinápticas del sistema 
nervioso, se describió por primera vez en las vesículas colinérgicas del órgano eléctrico del pez 
Torpedo marmorata (Dowdall y cols., 1974; Zimmermann y Denston, 1976; Zimmermann, 
1978; Pintor y cols., 1992b). Posteriormente, se confirmó la presencia de estos compuestos 
en vesículas de almacenamiento de terminaciones presinápticas de sistema nervioso central 
de naturaleza colinérgica y noradrenérgica. En los últimos años, se ha llegado a postular que 
el ATP se podría coliberar de terminaciones GABAérgicas y glutamatérgicas (Jo y Schlichter, 
1999; Mori y cols., 2001), en las cuales también se han identificado receptores específicos 
de nucleótidos que modulan la liberación de estos neurotransmisores, como se describirá 
más adelante. La concentración de ATP en la hendidura sináptica, tras la liberación desde 
terminaciones nerviosas, podría alcanzar valores de 100 µM (Richardson y Brown, 1987).
Los primeros trabajos que demostraron que el ATP actuaba en el sistema nervioso 
central como neurotransmisor excitatorio rápido en neuronas, se realizaron a principios de la 
década de los 90 (Edwards y cols., 1992; Silinsky y cols., 1992; Evans y cols., 1992; Edwards 
y Gibb, 1993). Se demostró que el ATP mediaba corrientes postsinápticas excitatorias en 
cortes de habénula medial, hipocampo y médula espinal (Edwards y cols., 1992; Bardoni 
y cols., 1997; Pankratov y cols., 1998). De hecho, este nucleótido está implicado en la 
transmisión de dolor y sensaciones propioceptivas (Chen y cols., 1995; Kennedy y Leff, 
1995; Salter y cols., 1993).
Otro de los aspectos importantes de los nucleótidos en la transmisión nerviosa es la 
regulación que ejerce el ATP y los diadenosina polifosfato sobre la liberación de glutamato, 
acetilcolina y GABA desde terminaciones sinápticas aisladas de cerebro medio de rata 
(Gomez-Villafuertes y cols., 2001; Diaz-Hernandez y cols., 2002; Gualix y cols., 2003).
Actualmente, no existe ninguna duda sobre la existencia de la señalización purinérgica 
en prácticamente todos los tejidos y sistemas del organismo donde regulan numerosas 
funciones, con efectos a largo y a corto plazo, entre los que se encuentran la secreción 
endocrina y exocrina, respuesta inmune, inflamación, transducción mecanosensorial, 
agregación plaquetaria, vasodilatación, proliferación, diferenciación, migración y muerte 
celular (Abbracchio y Burnstock, 1998; Burnstock y Knight, 2004).
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1.1.- Liberación y degradación de los nucleótidos.
 Además de la liberación exocitótica de nucleótidos, ampliamente caracterizada 
en los tejidos neurales y neurosecretores, otros muchos tipos celulares como las células 
endoteliales, musculares y gliales liberan ATP y otros nucleótidos en respuesta a diferentes 
estímulos, como estrés mecánico, hipoxia, inflamación o a determinados agonistas (Bodin 
y Burnstock, 2001). Un simple daño o rotura tisular, dadas las elevadas concentraciones 
de nucleótidos presentes en el citoplasma (rango mM), puede incrementar notablemente 
los niveles extracelulares de nucleótidos hasta alcanzar concentraciones milimolares. Esta 
salida masiva de ATP puede ser muy importante en la regulación de numerosos procesos, 
por ejemplo, en el hipotálamo está implicada en la regulación de la ingesta de comida, la 
secreción hormonal, la actividad cardiovascular, el sueño, procesos febriles, etc. (Gourine y 
cols., 2007). 
Sin embargo, los mecanismos implicados en la liberación no exocitótica de ATP 
no están totalmente aclarados. En células epiteliales y en otras células sometidas a estrés 
mecánico u osmótico, se ha propuesto que la salida de ATP de la célula podría estar mediada 
por transportadores de la familia de proteínas ABC (ATP-binding cassette). Algunos de sus 
miembros son la glicoproteína P o ABCB1 y la proteína CFTR (Cystic fibrosis transmembrane 
regulator) o ABCB7 (Abraham y cols., 1993; Reisin y cols., 1994; Schwiebert y cols., 
1995). Aunque, hasta el momento, sólo se ha confirmado que las proteínas ABCC4 (MRP
4
) 
y ABCC5 (MRP
5
) están implicadas en el transporte al exterior celular de los nucleótidos 
cíclicos cAMP y cGMP. Otras hipótesis sugieren la participación de diferentes moléculas 
como canales aniónicos dependientes de voltaje o las conexinas (Buettner y cols., 2000; Coco 
y cols., 2003; Zhao y cols., 2005; Bahima y cols., 2006; Eltzschig y cols., 2006). Algunos 
autores descartan la participación de las conexinas en la liberación del ATP, señalando que 
los bloqueantes de los hemicanales formados por estas proteínas, actúan como antagonistas 
del receptor P2X
7
. En estos trabajos, se propone que el receptor P2X
7
 contribuye a la salida 
de ATP de los astrocitos y a la propagación de las ondas de calcio (Suadicani y cols., 2006). 
Diversos grupos apoyan la hipótesis de que las panexinas, moléculas que al igual que las 
conexinas pueden formar hemicanales, podrían mediar la liberación de ATP (Dahl y Locovei, 
2006; Barbe y cols., 2006; Locovei y cols., 2006).
Los mecanismos por los cuales se puede inactivar o disminuir la señalización inducida 
por un mensajero extracelular, incluyen la desensibilización o disminución del número de 
receptores, así como la retirada del mensajero del medio extracelular. Los nucleótidos se 
degradan mediante una cascada de enzimas extracelulares que conducen a la formación del 
nucleósido correspondiente y de fosfato, que posteriormente pueden ser reutilizados por las 
células adyacentes para la síntesis de nucleótidos. En el caso de los nucleótidos de adenina, 
la adenosina resultante puede actuar a través de sus propios receptores (Figura 1).
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Las ectoenzimas capaces de hidrolizar al ATP y a otros nucleótidos, se denominan 
ectonucleotidasas (Zimmermann, 2000). Estas enzimas se encuentran unidas a la membrana 
plasmática con su centro catalítico orientado al medio extracelular, aunque también existen 
isoformas solubles denominadas exonucleotidasas.
Las ectonucleotidasas presentan una amplia distribución tisular y suelen actuar de 
manera concertada o consecutiva, de manera que la degradación secuencial de los nucleótidos, 
no sólo acaba con su señalización, sino que también genera intermediarios, que en este caso 
siguen siendo moléculas activas capaces de interaccionar con otros tipos de receptores (tabla 
1). Las ectoenzimas se clasifican en cuatro familias:
 1.- Familia de las E-NTPDasas (Ecto-nucleótidotrifosfo y difosfohidrolasas) 
Estas enzimas hidrolizan nucleótidos tri- y di-fosfato. De los ocho miembros de la familia, 
únicamente las NTPDasa1, NTPDasa2, NTPDasa3 y NTPDasa8 parecen desempeñar un 
papel relevante en el control de la señalización mediada por los receptores purinérgicos, 
ya que se encuentran en la membrana plasmática e hidrolizan nucleótidos en el rango de 
concentraciones a las que activan sus receptores (Kukulski y cols., 2005). 
2.- Familia de las E-NPP (Ecto-fosfodiesterasas). Esta familia, que consta 
de siete miembros, ha recibido numerosas denominaciones, la nomenclatura actual fue 
propuesta por Zimmermann en el año 2000. Estas enzimas catalizan la ruptura de los enlaces 
fosfodiéster, pero sólo las E-NPP 1-3 están implicadas en la degradación de nucleótidos y 
Figura 1.- Esquema de la liberación, metabolismo de los nucleótidos y activación de los 
receptores purinérgicos y de adenosina. Los nucleótidos son liberados al espacio extracelular, 
donde pueden actuar sobre receptores específicos (P2Y o P2X) presentes en la membrana 
plasmática de las células. Su acción finaliza mediante su hidrólisis por ectonucleotidasas. El 
producto final es la adenosina (Ado) que puede actuar a través de sus propios receptores (A1, 
A2, A3) y ser recaptada por las células que la emplean en la síntesis de nucleótidos.  
P2X
P2Y
?
Nucleótidos
Activación de
receptores Hidrolisis Ado
Ado
E-NTDPasa
E-NPP
Receptores
A1, A2, A3
Transportador
de Ado
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Intracelular
5´-nucleotidasa
Ectonucleotidasas
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pueden hidrolizar ATP generando AMP y PPi (Zimmermann, 2000). Otras moléculas, que 
pueden ser sustratos de estos subtipos de E-NPP, son los diadenosina polifosfato, coenzimas 
con componentes nucleotídicos como el NAD+ y lisofosfolípidos (Umezu-Goto y cols., 2002; 
Tokumura y cols., 2002). 
3.- Ecto-5´-nucleotidasa. Cataliza la etapa final de degradación de los 
nucleótidos monofosfato, generando el correspondiente nucleósido y fosfato inorgánico. Es 
por tanto, la principal responsable de la formación de adenosina a partir de ATP y ADP. 
4.-Fosfatasa alcalina. Esta familia está formada por ecto-fosfomonoesterasas 
que liberan fosfato inorgánico de una gran variedad de compuestos orgánicos, entre los 
que se encuentran los nucleótidos tri-, di- y monofosfatos (Zimmermann, 2000). Además, 
también pueden hidrolizar PPi y catalizar la reacción de transfosforilación en presencia de 
altas concentraciones de aceptores de fosfato. 
Ectonucleotidasa Reacción catalizada
Familia de las E-NTPDasas
E-NTPDasa-1
E-NTPDasa-2
E-NTPDasa-3
                 
                  ATP → ADP + Pi
                  ADP → AMP + Pi
                  ATP → ADP + Pi
                  ATP → ADP + Pi
                  ATP → AMP + PPi
Familia de las NPPasas
NPP1-3
               
                  ATP → ADP + Pi
                  ATP → AMP + PPi
                  ADP → AMP + Pi
                  ApnA → Apn-1A + AMP
Ecto-5´-nucleotidasa
                 
                  AMP → Ado + Pi
Ecto-fosfatasa alcalina      ATP → ADP → AMP → Ado + 3 Pi
Tabla 1.- Familias de ectonucleotidasas. Los datos han sido obtenidos de las revisiones publicadas 
por Stefan y cols. (2006) y Robson y cols., (2006) en Purinergic Signalling.
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Existen otras enzimas que participan en el metabolismo de los nucleótidos catalizando 
la interconversión entre ellos. Algunos ejemplos son la ecto-nucleosidodifosfoquinasa, que 
interconvierte nucleótidos di- y tri-fosfatos, la ecto-ATP:AMP-fosfotransferasa (mioquinasa), 
que genera dos moléculas de ADP a partir de ATP y AMP y viceversa,  o la ecto-proteína 
quinasa que fosforila proteínas extracelulares utilizando ATP como cosustrato y catalizan su 
ADP ribosilación a partir de NAD+ (Zimmermann, 2000).
1.2.- Receptores de nucleótidos.
 Como ya se ha comentado, la adenosina y los nucleótidos median numerosos efectos 
biológicos actuando a través de receptores específicos de membrana, denominados receptores 
purinérgicos. En 1978, Burnstock propuso la primera clasificación de estos receptores en dos 
familias, los receptores de adenosina o receptores P1 y los receptores de ATP o receptores 
P2, atendiendo a criterios farmacológicos, al efecto de la adenosina sobre la adenilato ciclasa 
y del ADP y ATP sobre la síntesis de prostaglandinas.
Los receptores P2 se clasificaron, a su vez, en dos subfamilias, los receptores P2X 
y los receptores P2Y (Burnstock y Kennedy, 1985). Los primeros eran activados de manera 
muy potente por α,βmeATP y β,γmeATP, mientras que el agonista más potente de los 
receptores P2Y era el 2MeSATP. Además, los receptores P2X, a diferencia de los receptores 
P2Y, se desensibilizaban muy rápidamente en presencia del agonista. 
Posteriormente, se describieron otros receptores P2 que no se adaptaban a la 
clasificación anterior. Así, en 1986 Gordon describió el receptor P2T de las plaquetas, 
específico para ADP, que se bloqueaba por ATP, y el receptor P2Z de macrófagos  que se 
activaba preferentemente por ATP4- y se bloqueaba por oATP (peryodato-oxidado ATP) 
(Gordon, 1986; Murgia y cols., 1993). Mientras que al receptor que se activaba de manera 
equipotente por ATP y UTP, se le denominó receptor P2U (O’Connor y cols., 1991). 
Poco después, se identificó un receptor de alta afinidad para los diadenosina polifosfatos 
denominado P2D (Pintor y Miras-Portugal, 1995).
 Hoy en día, en base a diferencias en su estructura y en los mecanismos de transducción 
de señal, los receptores P2 se dividen en dos grandes familias, los receptores P2X, que son 
canales iónicos activados por ligando, y los receptores P2Y, que son receptores metabotrópicos 
acoplados a proteínas G (Ralevic y Burnstock, 1998).
 La caracterización de los receptores P2 no es sencilla, debido principalmente a la falta 
de agonistas y antagonistas específicos. De este modo, se ha comprobado que el 2MeSATP, 
inicialmente utilizado para definir respuestas mediadas por receptores P2Y, también es 
agonista de muchos subtipos de receptores P2X. Por otro lado, algunos subtipos de receptores 
P2X expresados heterólogamente no son sensibles a α,βmeATP. Además, aquellos receptores 
activados por este agonista poseen unas características muy similares y es difícil diferenciarlos. 
Existen diversos compuestos que se han utilizado como antagonistas de los receptores P2X 
y P2Y durante décadas. Entre los más empleados destacan PPADS (ácido piridoxalfosfato-
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6-azofenil-2´,4´-disulfónico), suramina y azul reactivo 2 (Lambrecht y cols., 1992; Dunn y 
Blakeley, 1988). Sin embargo, estos compuestos tampoco discriminan entre los diferentes 
subtipos de receptores P2X o P2Y, identificados posteriormente. Afortunadamente, como 
se comentará en los apartados dedicados a las dos familias de receptores de nucleótidos, en 
los últimos años se han realizado numerosos esfuerzos en el diseño de nuevas herramientas 
farmacológicas más selectivas, que permiten dicha diferenciación.
Otra de las dificultades que surge en la caracterización de los receptores de nucleótidos, 
es la coexpresión de diferentes subtipos en un mismo tejido o línea celular, por lo que el 
perfil farmacológico observado, en la mayoría de los casos, no se corresponde con el descrito 
para los receptores expresados de forma heteróloga. Además, debido a la acción de las 
ectoenzimas que pueden estar presentes en la misma célula o células adyacentes, se pueden 
originar compuestos que actúan sobre otros receptores presentes en el mismo tejido.
Por todo ello, aunque en los tejidos nativos se ha conseguido identificar análogos de 
algunos receptores P2 clonados, basándose en la distribución, farmacología y mecanismos de 
transducción de señal, en la mayoría de los casos no ha sido posible establecer una correlación 
inequívoca. Por ello, normalmente los receptores endógenos se nombran con el sufijo –like, 
por ejemplo, “P2Y
13
-like” o “P2X
7
-like”, hasta que se apliquen criterios posteriores que 
corroboren su identificación.
1.3.- Receptores ionotrópicos P2X.
 Los receptores P2X son canales iónicos activados por ligando, con permeabilidad 
selectiva para cationes de pequeño tamaño (Ca2+, Na+ y K+), que se activan por la unión de 
ATP extracelular (North, 2002). Estos receptores se expresan abundantemente en células 
excitables y no excitables, como es el caso de células de músculo liso, neuronas, células 
gliales, células del sistema inmune o plaquetas, por lo que intervienen en numerosos procesos 
desde la transmisión rápida excitatoria en el sistema nervioso central y periférico hasta la 
coagulación sanguínea.
Desde la década de los noventa, se han clonado siete subunidades P2X diferentes 
(P2X
1-7
), con un tamaño comprendido entre 388 (P2X
4
) y 595 (P2X
7
) aminoácidos con un 40-
50% de homología en la secuencia. El receptor P2X
4
 es el que presenta mayor similitud con 
el resto de miembros de esta familia, siendo el receptor P2X
7
 el más diferente. Se ha descrito 
la existencia de ortólogos en diferentes especies de vertebrados, pero no se ha detectado la 
presencia de secuencias homólogas en invertebrados, aunque hay evidencias funcionales 
de que en estos organismos ATP y otros nucleótidos podrían activar canales activados por 
ligandos. 
Se han identificado y localizado los siete genes que codifican las diferentes subunidades 
P2X. Los genes de las subunidades P2X
4
 y P2X
7 
se localizan en el mismo cromosoma, 
concretamente en el brazo largo del cromosoma 12 humano, muy próximos entre sí y del 
gen que codifica para la calmodulina quinasa II. Los genes de las subunidades P2X1 y P2X5 
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también se encuentran muy cercanos y próximos al gen del receptor de vanilloide en el brazo 
corto del cromosoma 13. Los genes del resto de subunidades se localizan en cromosomas 
diferentes. El tamaño de estos genes es variable, la forma completa está formada por 
11-13 exones con una estructura común y con límites intrón/exón muy conservados. La 
diversidad de esta familia se ha incrementado con la identificación de nuevas isoformas. 
Por ejemplo, se han detectado varias isoformas de la subunidad P2X2 que son el resultado 
del procesamiento diferencial o alternativo de su pre-ARNm en el cerebelo de rata, en la 
cóclea y en la pituitaria (Simon y cols., 1997; Housley y cols., 1998; Lynch y cols., 1999). 
Asimismo, se han identificado varias isoformas de los receptores P2X
4
, P2X1, P2X5 y P2X7 
(Le y cols., 1997; Dhulipala y cols., 1998; Hardy y cols., 2000; Denlinger y cols., 2005; Gu 
y cols., 2004; Sellick y cols., 2004). Aunque la mayoría de estas variantes no son capaces 
de formar canales funcionales por sí mismas, su coexpresión con otras subunidades puede 
generar un fenotipo diferente, lo que contribuye a explicar la gran heterogeneidad de los 
receptores P2X observada in vivo y algunas de las diferencias que se han encontrado entre 
los receptores endógenos y los expresados de forma heteróloga, como ocurre con el receptor 
P2X
4
 de ratón (Townsend-Nicholson y cols., 1999). 
1.3.1.- Estructura y topología transmembrana de las subunidades P2X.
 Es importante señalar que las proteínas P2X aisladas no constituyen un canal iónico. 
Al igual que ocurre con otros canales iónicos activados por ligando, es necesario que se 
produzca el coensamblaje de varias subunidades para que se forme el receptor funcional. Sin 
embargo, su estructura y topología de membrana difieren enormemente de las que presentan 
las subunidades del resto de receptores ionotrópicos, ya que únicamente poseen dos dominios 
transmembrana (TM1 y TM2) con los extremos amino y carboxilo terminal en el interior 
celular. Esta topología es similar a la de otros canales iónicos, como el canal de Na+ epitelial 
y el canal rectificador de K+ (figura 2). 
Figura 2.- Esquema de la topología 
de las subunidades P2X.- 
Comparación con las subunidades 
de otros canales iónicos. A.- Canal 
mecanosensible de E. Coli. B.- 
Canal rectificador anómalo de 
K+. C.- Canal epitelial de Na+. D.- 
Subunidad de la superfamilia del 
receptor nicotínico de acetilcolina. 
E.- Subunidad de la superfamilia del 
receptor ionotrópico de glutamato. 
F.- Subunidad de los receptores 
P2X.
A.- B.-
S S
SS
S S
C.-
S S
SS
S SF.-
S
SD.- E.-
Extracelular
Intracelular
Extracelular
Intracelular
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La figura 3, muestra un esquema más detallado de la estructura de las subunidades 
P2X.  El extremo amino terminal está bastante conservado y tiene una longitud variable 
de 24-31 aminoácidos. Los dos segmentos transmembrana se extienden desde los residuos 
30 al 50 y desde el 330 al 353, respectivamente. Ambos dominios están separados por una 
voluminosa región extracelular donde se encuentran la mayoría de residuos conservados 
entre los distintos subtipos de subunidades P2X. Finalmente, el extremo carboxilo terminal 
es el que mayor diversidad presenta tanto en su secuencia como en su longitud (figura 4). Su 
tamaño oscila entre los 27 aminoácidos en el caso del receptor P2X
6
 a los 239 del receptor 
P2X
7
, que posee un dominio hidrofóbico adicional. Esta variabilidad sugiere que el extremo 
C-terminal podría conferir propiedades específicas a cada receptor. 
Figura 3.- Representación de la estructura de la subunidad P2X1. Se muestran los dominios 
intracelulares N-terminal y C-terminal, las regiones transmembrana (TM1 y TM2) y el dominio 
extracelular. En rojo se señalan los aminoácidos conservados y en blanco sobre fondo verde o 
naranja los residuos identificados mediante mutagénesis dirigida de los receptores P2X2 y P2X4, 
respectivamente. En el extremo N-terminal, existe un motivo de fosforilación por PKC y diversos 
residuos (en verde) implicados en la respuesta a ATP. En el bucle extracelular, los residuos K68, 
R292 y K309, interaccionan con los grupos fosfatos del ATP y los residuos F185 y F291 se unen 
al anillo de adenina. En la regulación por metales, están implicados dos puentes disulfuros y 
dos residuos de histidina. Estos últimos, al igual que las histidinas próximas a TM2 que regulan 
el efecto del pH, no se conservan en todos los receptores P2X. En C-terminal aparece un 
motivo conservado implicado en el transporte del receptor a membrana. Los aminoácidos P225 
y G247 permiten los cambios conformacionales que se producen al unirse el ligando. La figura 
está basada en la publicada en Trends in Pharmacological Sciences por Vial y cols. (2004). 
En rojo se han marcado los residuos Lys127 (K) y Arg284 (R) del receptor P2X7 implicados en el 
reconocimiento del ligando (Young y cols., 2007).
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Dentro del dominio extracelular se encuentran 10 residuos de cisteína altamente 
conservados que podrían contribuir a la estabilización de la estructura terciaria de la proteína 
mediante la formación de puentes disulfuro. Seis de estos residuos se localizan en la primera 
mitad del dominio extracelular, que estaría codificada por los exones 2, 4 y 5, y los cuatro 
restantes en la segunda mitad del mismo que correspondería a los exones 7 y 8. Mediante 
diferentes estudios de sustitución de residuos de cisteína por alanina se han identificado 
alguna de las parejas de cisteína que forman puentes disulfuro, así como residuos que 
pueden interaccionar de forma promiscua, como ocurre, en el caso de la subunidad P2X2, 
con los residuos Cys124, Cys130, Cys147 y Cys158, sugiriendo que se encuentran próximos entre 
sí (Clyne y cols., 2002b). En el caso del receptor P2X1 humano la ruptura de los puentes 
disulfuro entre los residuos Cys261-Cys270 y Cys117-Cys165 disminuye el transporte del receptor 
a la membrana plasmática (Ennion y Evans, 2002).
El dominio extracelular presenta también varias secuencias consenso de N-glicosilación 
(Asn-X-Ser/Thr) que son esenciales para la localización de la proteína en la superficie celular. 
La subunidad P2X1 posee cinco de estas secuencias, cuatro de las cuales están conservadas 
en humano, rata y ratón (Nicke y cols., 1998). En la subunidad P2X2 se han identificado tres 
secuencias de glicosilación (Newbolt y cols., 1998; Torres y cols., 1998b). Los receptores 
que presentan dos secuencias glicosiladas se expresan en la membrana y son completamente 
funcionales, mientras que aquellos que sólo tienen una secuencia o no están glicosilados 
quedan retenidos en el interior celular y apenas son funcionales. El resto de subunidades 
Figura 4.- Diversidad y funcionalidad del dominio C-terminal de las subunidades P2X. 
Representación del dominio TM2 y del extremo C-terminal de los receptores P2X1, P2X2, P2X4 
y P2X7. Se indican las regiones o residuos que son importantes en su función. La figura está 
basada en la mostrada en Trends in Pharmacological Sciences por Vial y cols (2004).
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P2X también poseen secuencias susceptibles de N-glicosilación que se encuentran altamente 
conservadas entre especies pero varían en función del tipo de subunidad.
En la unión del ligando participan tanto el dominio extracelular como los dos 
segmentos transmembrana, tal y como lo demuestran numerosos estudios realizados con 
receptores quimera y ensayos de mutagénesis dirigida. El ATP podría interaccionar con 
residuos cargados positivamente, Lys68, Arg292 y Lys309 (referidos a P2X1), situados cerca de 
los dominios TM1 y TM2 (Ennion y cols., 2000). Además, los residuos aromáticos Phe185 y 
Phe291 contribuyen a coordinar el anillo de la adenina, la mutación de residuos adyacentes 
altamente conservados también afectan a la potencia del agonista (Roberts y Evans, 2004). 
Teniendo en cuenta que el ATP generalmente está complejado con iones magnesio se ha 
sugerido que también podría interaccionar con residuos del receptor cargados negativamente. 
Sin embargo mediante experimentos de mutagénesis dirigida con las subunidades P2X1 y 
P2X2 se ha descartado que estos residuos sean esenciales para la unión del agonista (Jiang y 
cols., 2000a; Ennion y cols., 2001). No obstante, existen diferencias entre las propiedades de 
los diferentes receptores. Así la mutación de un residuo conservado de aspartato (Asp262Ala) 
no afecta a la potencia del ATP en el receptor P2X1 pero sí que disminuye 50 veces su 
potencia en el caso del receptor P2X2. Se considera que la unión del ligando induce una serie 
cambios conformacionales en el receptor estabilizando la unión del ATP de alta afinidad, 
residuos de glicina y prolina altamente conservados en las proximidades del segmento TM2 
parece que proporcionan una mayor flexibilidad facilitando estos cambios conformacionales 
(Nakazawa y Ohno, 1999; Nakazawa y cols., 2004). Se ha postulado que la razón por la que 
la adenina y otros nucleótidos difosfato son inactivos sobre estos receptores radica en que 
son incapaces de estabilizar dichos cambios conformacionales (Roberts y Evans, 2004).
La presencia de protones, iones divalentes y metales en el medio extracelular 
modifica la actividad de los receptores P2X, aunque el efecto varía dependiendo del tipo de 
subunidad (tabla 2). En el caso de los receptores P2X2 y P2X4 el efecto del pH parece estar 
mediado por residuos de histidina próximos a los sitios de unión del ATP, His319 y His286, 
respectivamente (Clyne y cols., 2002a; Clarke y cols., 2000). Estos dos receptores son, junto 
con el receptor P2X
7
, los más sensibles a la regulación por iones. En la figura 5 se muestran 
los residuos de los receptores P2X2, P2X4 y P2X7 implicados dicha modulación. La actividad 
del receptor P2X2 se potencia cooperativamente por Cu
2+ y Zn2+, en esta regulación participan 
las histidinas His120 e His213 (Clyne y cols., 2002a; Lorca y cols., 2005). Recientemente, se 
ha demostrado que ambos residuos están próximos entre sí, localizados en la interfase de las 
subunidades del trímero, formando un sitio de unión de metales (Nagaya y cols., 2005). Los 
iones Zn2+ y el Cu2+ tienen efectos opuestos sobre el receptor P2X
4 
(Acuna-Castillo y cols., 
2000). El Cu2+ ejerce un efecto inhibitorio que parece estar mediado por la His140 (Coddou 
y cols., 2003), mientras que el Zn2+ tiene un efecto bifásico sobre la actividad del receptor. 
A bajas concentraciones la potencia y a altas la inhibe. Este comportamiento, ha llevado 
a sugerir que en el receptor P2X
4
 existen dos sitios de unión a metales. Uno de ellos, que 
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media el efecto inhibitorio, une Cu2+ con alta afinidad y Zn2+ a concentraciones elevadas, 
mientras que el otro sitio de unión es el responsable de la potenciación ejercida por el Zn2+. 
Estudios recientes han identificado algunos de los residuos que forman parte de cada uno de 
dichos sitios de regulación alostérica. La Cys132, próxima a la His140, se encuentra en el sitio 
potenciador y el Asp138 se localiza en el sitio inhibidor (Coddou y cols., 2007). Es posible 
que el receptor P2X
4
 posea un tercer sitio de unión a metales ya que se ha demostrado que el 
mercurio ejerce un efecto inhibitorio en el que no está involucrada la His140 (Coddou y cols., 
2005). La actividad del receptor P2X
7
 es inhibida tanto por Zn2+ como por Cu2+, este efecto 
está mediado por la interacción de los iones con residuos del ectodominio, principalmente 
con la His62 y el Asp197 (Liu y cols., 2008). Este grupo también ha descrito que los residuos 
His201 e His267 están implicados en el efecto de ambos iones. Sin embargo, existen algunas 
discrepancias con los resultados obtenidos por Acuña-Castillo y cols. (2007), según los 
cuales, estos dos últimos residuos His participan en la inhibición ejercida por Cu2+ pero no 
por Zn2+. Además, Acuña-Castillo y cols. describen que la His62 sólo está implicada en la 
regulación de la respuesta a 3´-O-(4-benzoil)benzoil ATP (BzATP). 
En todos los subtipos de subunidades P2X aparece un motivo altamente conservado, 
con la secuencia YxxxK próxima al segmento TM2, que participa en el transporte del receptor 
a la membrana y en el mantenimiento de su expresión en la misma (Chaumont y cols., 
2004). En el extremo C-terminal también aparecen numerosos dominios implicados en la 
Figura 5.- Residuos implicados en la regulación de la actividad de los receptores P2X2, 
P2X4 y P2X7 por los iones Cu2+ y Zn2+. Los residuos marcados en gris participan en la 
modulación por Zn2+, mientras que los residuos que aparecen en negro son los responsables 
del efecto del Cu2+. En blanco se han introducido los residuos del receptor P2X7 implicados en el 
efecto de los iones según el artículo de Liu y cols. (2008). La figura se ha obtenido de la revisión 
publicada por Huidobro-Toro y cols. (2007) en Eur Biophys J.
H62
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internalización del receptor, en el caso de los receptores P2X1 y P2X4, ésta se ve incrementada 
cuando se lleva a cabo la estimulación con ATP (Ennion y Evans, 2001; Bobanovic y cols., 
2002). En el caso del receptor P2X
4
 la internalización parece estar dirigida por una secuencia 
endocítica no-canónica YxxGφ localizada en el extremo C-terminal a continuación de la 
secuencia canónica Yxxφ que no sería accesible a la molécula adaptadora de clatrina debido 
a la estructura trimérica del canal (Royle y cols., 2005). En esta región intracelular también 
se encuentran diferentes residuos que regulan la actividad del canal, como es el caso de 
las Tyr362, Tyr363 y Tyr370 del receptor P2X1 (Toth-Zsamboki y cols., 2002) o de la Tyr
343 del 
receptor P2X
7
, situada al final del segmento TM2 (Kim y cols., 2001a). La topología de 
membrana propuesta para los receptores P2X les permitiría interaccionar a través de su 
extremo C-terminal con proteínas intracelulares. Por ejemplo, en el dominio C-terminal de 
la subunidad P2X
7
 se ha descrito la presencia de una secuencia de unión a lípidos similar a 
la secuencia de unión a lipopolisacárido (LPS) descrita en otras proteínas. En esta región se 
encuentran dos residuos, Arg578 y Lys579, cuya mutación afecta al transporte, a la estabilización 
en la membrana y a la funcionalidad del receptor (Denlinger y cols., 2001). En el dominio 
intracelular del receptor P2X
7 
también se han identificado secuencias específicas mediante 
las cuales podría estar asociado a un complejo de 11 proteínas muchas de las cuales forman 
parte del citoesqueleto y participan en su organización, otras sin embargo están implicadas 
en procesos de señalización o participan en la regulación del propio canal (Kim y cols., 
2001a). (Figura 6). 
Figura 6.- Representación 
esquemática de las proteínas 
identificadas con las que podría 
interaccionar el receptor P2X7. 
Figura basada en la mostrada en 
The EMBO Journal por Kim y 
cols. (2001). RPTPβ: Receptor 
con actividad tirosina fosfatasa β. 
PI4K: Fosfadilinositol 4-quinasa. 
MAGuK: Guanilato ciclasa 
asociada a membrana P55. 
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1.3.2.- Oligomerización
La estructura de los receptores P2X no se conoce con exactitud, mediante diferentes 
abordajes experimentales se han encontrado evidencias que sugieren que están formados 
por 3 o múltiplos de 3 subunidades (Nicke y cols., 1998; Stoop y cols., 1999; Ding y Sachs, 
1999; Jiang y cols., 2003; Barrera y cols., 2007) (figura 7). En sistemas heterólogos se ha 
demostrado que la expresión de un único tipo de subunidad P2X conduce a la formación de 
homómeros funcionales, aunque en el caso de las subunidades P2X
5
 y P2X
6
 estas interacciones 
son más limitadas (Collo y cols., 1996; Garcia-Guzman y cols., 1996; Soto y cols., 1996; 
Barrera y cols., 2005). En el caso de este último subtipo, se ha propuesto que la formación de 
canales funcionales depende del grado de glicosilación (Jones y cols., 2004). Recientemente 
se ha descrito la existencia de una región, en su extremo N-terminal, formada por residuos 
no cargados que inhibe su ensamblaje y salida del retículo endoplásmico, quedando retenido 
en su forma monomérica (Ormond y cols., 2006). 
P2X1 P2X2 P2X3 P2X4 P2X5 P2X6 P2X7
P2X1 + + + - + + -
P2X2 + + - + + -
P2X3 + - + - -
P2X4 + + + +
P2X5 + + -
P2X6 - -
P2X7 + +
Figura 7.- Esquema de la estructura trimérica propuesta para los receptores funcionales 
P2X. En la tabla se indican las combinaciones de subunidades que pueden interaccionar entre 
sí para formar receptores heteroméricos. Los datos se han obtenidos del trabajo de Torres y 
cols. (1999) y se ha incluido la posibilidad de heteromerización entre las subunidades P2X4 y 
P2X7 recientemente propuesta por Guo y cols. (2007).
Estudios realizados por Torres y cols. (1999) demostraron que todas las subunidades 
P2X, a excepción de la P2X
7
, eran capaces de combinarse en mayor o menor grado con 
otras subunidades para formar heterómeros, siendo las subunidades P2X
3
 y P2X
4
 las más 
restrictivas (tabla mostrada en la figura 7). Sin embargo, estudios recientes sugieren que 
las subunidades P2X
7
 y P2X
4
 también podrían coensamblar o establecer algún tipo de 
interacción funcional (Guo y cols., 2007), lo que es bastante lógico dado que ambos subtipos 
se coexpresan en la mayoría de los tejidos.
Las propiedades farmacológicas de un receptor están determinadas por las 
características de las subunidades que lo forman. En muchos casos, una de las subunidades 
I
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del receptor heteromérico domina el fenotipo del canal resultante. Mientras que, en otras 
ocasiones las propiedades del canal resultante difiere de las presentadas por los receptores 
homoméricos de las subunidades que lo forman, es el caso del receptor P2X
2/3
 presente 
en neuronas sensoriales (Lewis y cols., 1995) o del receptor P2X
2/6
, de cerebro medio, en 
el que las características farmacológicas del receptor P2X2 se modifican por la presencia 
de la subunidad P2X
6
 (King y cols., 2000). Otros heterómeros funcionales, además de los 
mencionados anteriormente, son los formados por las subunidades P2X
4/6
 (Le y cols., 1998), 
P2X
1/5 
(Torres y cols., 1998a; Haines y cols., 1999; Le y cols., 1999), P2X
2/5
 (Patel y cols., 
2001) y P2X1/2 (Brown y cols., 2002). 
Habitualmente, en un mismo tejido o tipo celular se coexpresen diversas subunidades 
sin que se conozca con exactitud la composición de los receptores P2X endógenos. Además, 
en muchos casos a lo largo del desarrollo se producen cambios en la expresión de las diferentes 
subunidades en distintos órganos y sistemas, como el sistema nervioso, el tracto intestinal, 
la clóquea, el hígado o las células del sistema inmune (Xiang y Burnstock, 2005; Giaroni y 
cols., 2006; Huang y cols., 2006; Xiang y cols., 2006; Heine y cols., 2007).
1.3.3.- Características funcionales.
Los diferentes receptores P2X pueden distinguirse en base a su afinidad por el 
ligando fisiológico, a la variación de su respuesta con el tiempo (desensibilización), al perfil 
farmacológico y a la sensibilidad a determinados iones, como son H+, Cu2+ o Zn2+, presentes 
en el medio extracelular (tabla 2).
La estimulación del receptor produce la entrada rápida, en milisegundos, y no selectiva 
de cationes Ca2+, Na+ y K+, aunque el receptor P2X
5
 también es significativamente permeable 
a Cl- (Bo y cols., 2003), causando la despolarización de la membrana. La permeabilidad 
relativa a Ca2+ (PCa/PX; X= Na
+, Cs+ o K+) de los receptores P2X es igual o superior a la de 
otros iones presentes en el medio extracelular, variando desde valores ligeramente superiores 
a 1 hasta próximos a 5. El flujo de Ca2+ a través de los receptores P2X es mayor que el de 
los receptores nicotínicos y similar al descrito para los receptores de NMDA (Egan y Khakh, 
2004). 
Se cree que los dos segmentos transmembrana de las diferentes subunidades que 
forman el receptor son los responsables de la formación del canal. Además, estas regiones 
desempeñan un papel activo en el transporte de iones, por ejemplo, ambas participan 
en la reorganización estructural que tiene lugar al abrirse el canal (Haines y cols., 2001; 
Li y cols., 2004; Silberberg y cols., 2005). Por otro lado, TM2, y posiblemente también 
TM1, interaccionan con los iones y regulan propiedades del canal como la conductancia, 
permeabilidad y el paso de Ca2+ (Nakazawa y cols., 1998; Khakh y Egan, 2005; Samways y 
Egan, 2007).
La variación de la respuesta con el tiempo difiere entre los distintos receptores (figura 
8, tabla2), en algunos casos la respuesta decae rápidamente durante la aplicación continuada 
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del agonista (desensibilización), como ocurre con los receptores P2X1 y P2X3 donde 
disminuye en más de un 90% en 1-2 segundos de aplicación del agonista. Las respuestas 
del resto de receptores homoméricos y del receptor heteromérico P2X2/3 son más sostenidas, 
y en el caso del receptor P2X
7
 la corriente se mantiene durante varios minutos. Estudios 
realizados con quimeras pusieron de manifiesto que ambos dominios transmembrana 
contribuyen a la desensibilización (Werner y cols., 1996). Posteriormente se ha demostrado 
que la mutación, en el receptor P2X2, de un sitio de fosforilación por PKC conservado en el 
extremo N-terminal de todas las subunidades P2X induce una disminución de la amplitud de 
respuesta, así como un aumento en la velocidad de desensibilización (Boue-Grabot y cols., 
2000). En cuanto al dominio extracelular hay estudios que ponen de manifiesto que la región 
más próxima al extremo N-terminal regula la desensibilización, mientras que la mitad más 
cercana al dominio C-terminal participa en la estabilización de la conformación abierta del 
canal (Zemkova y cols., 2004). 
 Si se produce desensibilización, para que la recuperación de la respuesta tenga lugar 
es necesario el lavado del agonista durante varios minutos. La velocidad de recuperación 
depende de diversos factores tales como el agonista utilizado, la presencia de calcio en el 
medio extracelular, la concentración de agonista libre o de procesos de regulación intracelular 
(Sokolova y cols., 2004; Cook y cols., 1998; Rettinger y Schmalzing, 2004).
Figura 8.- Comparación de la desensibilización lenta o rápida de los receptores P2X de 
rata. En estos experimentos, se utilizaron células HEK293 transfectadas con las diferentes 
subunidades. Se realizaron aplicaciones de 30 µM ATP, excepto para el receptor P2X7, durante 
30 s (panel superior) o 60 s (panel inferior). En el caso del receptor P2X7, el registro muestra 
la respuesta a 1mM ATP después de una estimulación previa de 2 minutos con el agonista. La 
figura se ha obtenido de la revisión escrita por North (2002) publicada en Physiol Rev.
P2X1 P2X2 P2X4P2X3 P2X7P2X5
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El tamaño del canal es de 8-20 Å, lo que permite el paso de pequeños iones, pero no 
de grandes cationes orgánicos como N-metil-D-glucamina (NMDG+). No obstante, algunos 
receptores P2X, los subtipos P2X2, P2X4, P2X5 y P2X7, pueden aumentar el diámetro del 
poro en respuesta a una aplicación sostenida de ATP, de modo que permiten el paso de 
grandes cationes (Egan y cols., 2006). 
En algunos tipos celulares, por ejemplo en macrófagos, la activación del receptor 
P2X
7
 conduce a la formación en pocos segundos de un poro citolítico que permite la entrada 
de moléculas con un tamaño molecular superior a los 900 Da como puede ser la sonda Yo-
Pro-1. Hasta hace poco se pensaba que esta entrada tenía lugar mediante la dilatación del 
canal. Sin embargo, recientemente varios estudios han puesto de manifiesto que la formación 
del poro se produce a través de la activación de un mecanismo independiente (Faria y cols., 
2005; Jiang y cols., 2005). La activación del receptor P2X
7
 induce el reclutamiento de 
moléculas accesorias, entre las que se encuentra la panexina 1 (Pelegrin y Surprenant, 2006; 
Pelegrin y Surprenant, 2007; Panchin, 2005). 
Existen numerosos estudios acerca del papel que desempeña el largo extremo 
C-terminal del receptor P2X
7
 en la función del canal y en la formación del poro, por ejemplo, 
está demostrado que la eliminación de los últimos 177 aminoácidos bloquean la formación 
del segundo sin afectar al primero (Collo y cols., 1996; Klapperstuck y cols., 2001). También 
se ha descrito que diferentes  formas truncadas del receptor muestran alteraciones en las 
cinéticas de respuesta a ATP, debido a cambios en el sitio de unión del ligando o en la expresión 
en la membrana (Klapperstuck y cols., 2001; Worthington y cols., 2002). Respecto a este 
último hecho, Smart y cols. (2003) han demostrado la implicación de la región comprendida 
entre los residuos 551-581 en la regulación de la expresión del receptor en la membrana. 
1.3.3.1.- Farmacología.
 En el caso de los receptores purinérgicos no se dispone, en la mayoría de los casos, 
de una farmacología clara que permita discriminar entre los diferentes subtipos de receptores 
P2X, e incluso existen agonistas y antagonistas que a las mismas concentraciones pueden 
actuar tanto sobre receptores P2X como P2Y. Estas limitaciones farmacológicas dificultan 
el estudio de los diferentes receptores de nucleótidos en los tejidos nativos. En la tabla 2, se 
resumen las herramientas farmacológicas disponibles para la caracterización funcional de 
los receptores P2X de rata.
En general, pueden distinguirse dos tipos de receptores P2X. Por una parte, los 
receptores P2X1 y P2X3 con una elevada afinidad, baja EC50, por ATP y que son activados por 
el análogo α,β-meATP. Por otro lado,  los receptores P2X
4
, P2X
5
, P2X
6
 y P2X
7
 con un valor de 
EC
50
 para el ligando fisiológico mayor e insensibles al α,β-meATP. Las curvas dosis respuesta 
para los receptores heterólogos muestran unos valores de EC
50
 para el ATP que oscilan desde 
el rango nanomolar (EC
50 
≈ 100 nM, P2X
1,3
) hasta el micromolar (EC
50
 ≈ 10 µM, P2X
2,4,6
), 
siendo el receptor P2X
7
 el que posee una afinidad más baja por el ligando fisiológico (EC
50 
= 
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400 µM). Aunque hay que tener en cuenta que la afinidad de los receptores por el ATP varía 
entre las diferentes especies (Bianchi y cols., 1999; Young y cols., 2007), por ejemplo, el 
receptor P2X
7
 humano y de rata presentan una afinidad por el agonista fisiológico 10 veces 
superior que el receptor P2X
7
 murino, mientras que BzATP es 100 veces más potente sobre 
el receptor rP2X
7
 que sobre mP2X
7
. Mediante estudios mutacionales se ha comprobado que 
los residuos Asn284 y Lys127 del receptor rP2X
7
 son los responsables de la mayor sensibilidad 
a BzATP. Sin embargo, en el caso del ATP parece que sólo está implicada la Asn284 (Young y 
cols., 2007). Estas diferencias entre ortólogos de un mismo receptor también se producen en 
la potencia de otros agonistas y antagonistas (Jiang y cols., 2000b). 
Otros nucleósidos trifosfato (CTP, GTP) pueden actuar sobre diversos subtipos de 
receptores P2X, pero con menor potencia que el ATP, al igual que ocurre con las diadenosina 
polifosfatos (ApnA, ApnG; n=3-6) que, además, no discriminan entre los diferentes receptores 
P2X ya que presentan una afinidad muy similar para todos ellos. Otros ligandos como el 
ADP, AMP o nucleótidos de uracilo son malos agonistas o inactivos.
Además de los NTPs y los dinucleótidos existen una serie de análogos sintéticos que 
pueden activar a estos receptores. Entre ellos se encuentran el 2MeSATP, que es un buen 
agonista de todos los receptores P2X, y también de algunos receptores P2Y, y el BzATP, que 
actúa sobre los subtipos P2X1, P2X5 y P2X7. 
La falta de selectividad entre los diferentes subtipos de receptores purinérgicos no 
es exclusiva de los agonistas, ya que los antagonistas más utilizados, suramina, PPADS o 
azul reactivo, tampoco permiten discriminar entre los diferentes receptores P2X, ni siquiera 
entre los dos subtipos de receptores P2. Una de las ventajas que tienen estos antagonistas 
clásicos es que son inactivos sobre los receptores recombinantes P2X
4 
y P2X
6
. No obstante, 
en los últimos años se han logrado avances importantes en la identificación de antagonistas 
específicos para determinados subtipos de receptores P2X basándose en la estructura de 
la suramina y del PPADS (Lambrecht y cols., 2002). Entre los análogos de la suramina se 
encuentran NF449, que es 1000 veces más potente para el receptor P2X1 (EC50≈nM) que 
para el receptor P2X
3
 (Braun y cols., 2001). El análogo del PPADS, MRS-2257, es 10-14 
veces más potente sobre los receptores P2X1 y P2X3 que el propio PPADS (Jacobson y 
cols., 2002). Tanto NF449 como MRS-2257 son inactivos sobre el resto de receptores P2X. 
Otra ventaja de estos nuevos antagonistas es que presentan menos efectos inespecíficos que 
aquellos de los que derivan.
Los compuestos trinitrofenol derivados, como TNP-ATP, son 1000 veces más 
potentes sobre los receptores P2X1, P2X3 y P2X2/3 (EC50 ≈nM) que para otros receptores P2X 
(Virginio y cols., 1998). El antagonista competitivo de naturaleza no nucleotídica, A-317491, 
es específico para el receptor P2X
3
 homomérico, siendo bastante específico también para el 
receptor heteromérico P2X
2/3
 (Jarvis y cols., 2002). Ip
5
I es un antagonista  muy potente del 
receptor P2X1 (EC50≈nM) y en menor medida del receptor P2X3 (EC50≈µM) (King y cols., 
1999; Dunn y cols., 2000). 
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Como ya se ha comentado, uno de los receptores sobre los que puede actuar el BzATP, 
cuyas respuestas son el objeto de estudio de esta tesis doctoral, es el receptor homomérico 
P2X
7
, el cuál posee unas características farmacológicas que permiten diferenciarlo con 
relativa facilidad de otros subtipos de receptores P2X. En primer lugar, es el receptor que 
presenta una menor afinidad por el agonista fisiológico ATP, rango mM, al tiempo que su 
afinidad por el análogo estructural BzATP es muy elevada, el valor de EC
50
 de este último 
es 10-30 veces menor que la descrita para el ATP (North, 2002). Los niveles extracelulares 
de ATP en condiciones fisiológicas son del rango pmolar o nanomolar, pero este compuesto 
puede ser liberado de diversos tipos celulares, incluso por neuronas, en respuesta a cambios 
osmóticos, estímulos eléctricos o mecánicos...(Lazarowski y cols., 2003). Es posible que 
estímulos fisiológicos no induzcan la liberación de ATP en concentraciones suficientes para 
activar el receptor P2X
7
. Sin embargo, estos niveles sí se pueden alcanzar en situaciones 
patológicas como inflamación y trauma (Le Feuvre y cols., 2002). Otra posibilidad es 
que el ATP no sea el único agonista del receptor P2X
7
, sino que estimulaciones con 
bajas concentraciones de otro compuesto permitiera la activación del receptor por otros 
ligandos como ocurre con el ADP y el AMP (Chakfe y cols., 2002). Seman y cols. (2003) 
han descrito que el NAD+ extracelular puede inducir la apoptosis de células T mediante 
la activación de una ectoenzima que mono-ADP-ribosila al receptor P2X
7
 aumentando su 
actividad. También se ha visto que el receptor P2X
7 
puede ser activado por péptidos de 
manera independiente a la liberación de ATP (Elssner y cols., 2004). En el caso de roedores, 
las respuestas mediadas por el receptor P2X
7
 son bloqueadas reversiblemente por 10-100 
nM BBG, concentración a la que este compuesto no actúa sobre ningún otro subtipo de 
receptor P2X, e irreversiblemente por oATP (Surprenant y cols., 1996). En el caso del BBG 
se pueden utilizar concentraciones más elevadas, hasta 1-2 µM, en aquellos casos donde no 
esté presente el receptor P2X2. El receptor P2X7, en roedores, es insensible a concentraciones 
superiores a 300 µM del antagonista suramina (Chessell y cols., 1998)  y sensible a PPADS 
y a la inhibición por cationes divalentes (Virginio y cols., 1997). El receptor P2X
7
 humano 
requiere una concentración de BBG 10 veces superior a la de rata para su inhibición (Jiang 
y cols., 2000b) y es sensible a la inhibición por KN-62 (Humphreys y cols., 1998), PPADS 
y suramina (Chessell y cols., 1998).
1.3.3.2- Mecanismos de transducción de señal.
Como ya se ha comentado anteriormente, los receptores P2X regulan el paso de 
cationes (Ca2+, Na+ y K+) a través de la membrana plasmática, provocando la despolarización 
de la membrana que a su vez conduciría a la activación de canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje. Este proceso no requiere ni la producción ni la difusión de segundos mensajeros. Por 
tanto, el tiempo necesario para que se produzca la respuesta es muy corto. Por esa razón, este 
mecanismo de transducción desempeña un papel muy importante en la transmisión rápida 
neuronal y en la contracción muscular. Pero, como consecuencia de la entrada de Ca2+ a 
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través de los receptores P2X y de los canales de Ca2+ dependiente de voltaje, se produce una 
acumulación de este ión en el citoplasma pudiendo activar numerosas vías de señalización, 
entre las que se encuentran las CaMKII (calcio/calmodulina quinasa) y PKCs. Es posible 
que los receptores P2X estén implicados en el mantenimiento de la liberación sostenida 
de neurotransmisores a través de una ruta dependiente de la calmodulina quinasa. En 
neuronas granulares de cerebelo se ha demostrado que los receptores P2X
7
 y P2Y1 inducen 
la activación de la CaMKII en diferentes localizaciones subcelulares, el primero de ellos 
sería el responsable de la activación de la enzima en las fibras de las neuronas y el segundo 
en el soma y en las neuritas (Leon y cols., 2006). En estas mismas células, el receptor P2X
7
 
induce la salida exocitótica de glutamato (Leon y cols., 2007).
Además, la estimulación de los receptores P2X también puede inducir la activación de 
las tres grandes familias de MAP quinasas, las proteínas ERKs, las JNKs y la p38 a través de 
diferentes mecanismos dependiendo del tipo o modelo celular. En células de feocromocitoma 
PC12 el receptor P2X2 activa a ERK1/2, cascada que también es estimulada en plaquetas 
por el receptor P2X1 y por el receptor P2X3 en neuronas de ganglios de la espina dorsal 
(Oury y cols., 2002; Seino y cols., 2006). El receptor P2X
7
, cuya señalización en los últimos 
años ha sido ampliamente estudiada debido a su importancia en sistema inmune y posterior 
identificación en otros tejidos y tipos celulares, activa diferentes tipos de proteínas MAPKs. 
Induce la activación de SAPK/JNK en macrófagos humanos y de roedores, de ERK y JNK 
en células Jurkat, de p38 y ERK1/2 en macrófagos de ratón y en astrocitos corticales de rata 
donde provoca un aumento de la expresión de la proteína quimioatrayente de monocitos 
(Humphreys y cols., 2000; Budagian y cols., 2003; Panenka y cols., 2001). La activación 
de la cascada de ERK1/2 por este receptor también ha sido descrita en mastocitos de ratón, 
en células de astrocitoma cuando se expresa de forma heteróloga y en la glándula parótida, 
donde también activa, aunque de manera independiente a la proteína quinasa D (Bulanova y 
cols., 2005; Gendron y cols., 2003b; Bradford y Soltoff, 2002).
 Otra importante proteína de señalización regulada positivamente por el receptor 
P2X
7
 es la fosfolipasa D (PLD). Esta regulación ocurre en diferentes modelos celulares 
como macrófagos, células de las glándulas submaxilares o astrocitos (el-Moatassim y 
Dubyak, 1993; Pochet y cols., 2003; Sun y cols., 1999). Además, no hay que olvidar que 
este receptor a través de su extremo C-terminal puede interaccionar con un complejo de 
11 proteínas (Kim y cols., 2001a) de diferente naturaleza, por lo que puede actuar como 
nexo de comunicación entre la matriz extracelular, el citoesqueleto y diferentes cascadas de 
señalización intracelular.
 El receptor P2X
7
 puede regular los niveles de transcripción de diferentes proteínas 
en el núcleo. En células implicadas en la respuesta inmune, como son los macrófagos y la 
microglía, este receptor induce un aumento de la expresión de iNOS (Aga y cols., 2004; 
Gendron y cols., 2003a). Es posible que este aumento de la formación de NO este mediado 
por NF-κB, ya que al analizar la secuencia del promotor de iNOS se ha detectado un posible 
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elemento de unión a dicho factor de transcripción, que puede ser activado por el receptor 
P2X
7
. Otras moléculas proinflamatorias cuyos niveles de expresión también son regulados 
por el receptor P2X
7
 son IL-4, IL-6, IL-13 (Bulanova y cols., 2005). 
1.3.4.- Expresión tisular e importancia fisiológica.
 Los receptores P2X presentan una amplia distribución y muchos tejidos expresan 
más de un subtipo de receptor. Se expresan principalmente en tejidos excitables como tejido 
nervioso y músculo liso, aunque también se han detectado en tejidos endocrinos, plaquetas y 
células del sistema inmune (Ralevic y Burnstock, 1998). En sistema nervioso estos receptores 
se expresan tanto en glía como en neuronas (North, 2002; Rubio y Soto, 2001;). 
 El receptor P2X1 se expresa abundantemente en el músculo liso vascular y en el 
corazón (Vial y Evans, 2002; Hansen y cols., 1999;). Además, este receptor se coexpresa 
con receptores P2Y en plaquetas, donde regulan la presión sanguínea y el mantenimiento 
de la homeostasis (Mahaut-Smith y cols., 2004). Asimismo, estudios realizados con ratones 
machos deficientes en el receptor P2X1 han puesto de manifiesto que estos animales son 
estériles, lo que indica que este receptor media la transmisión purinérgica en el vaso deferente 
(Mulryan y cols., 2000).
En el sistema nervioso se ha detectado la presencia del mRNA de las subunidades 
P2X1, sin embargo el fenotipo no se corresponde con el de un receptor homomérico, estudios 
en neuronas del ganglio cervical superior apoyan la hipótesis de que realmente se trata de un 
receptor heteromérico P2X1/2 (Calvert y Evans, 2004). 
 El receptor P2X2 se expresa abundantemente en el sistema nervioso donde participa 
en la facilitación de la liberación presináptica de neurotransmisores en hipocampo, regula 
la respuesta a hipoxia en el cuerpo carotideo  y regula los movimientos peristálticos del 
intestino (Khakh y cols., 2003; Ren y cols., 2003; Rong y cols., 2003).
El receptor P2X
3
 está implicado en la percepción del dolor, distensión de la vejiga 
urinaria y del intestino (Kennedy y cols., 2003; Dorn y cols., 2004; Bian y cols., 2003). 
Existen numerosas evidencias que indican que este receptor participa en el dolor crónico o 
persistente provocado por procesos inflamatorios o de daño nervioso y que desempeña un 
papel importante en la transmisión de información procedente de las vísceras. En ratones 
deficientes en P2X
3
 se ha observado una disminución del comportamiento asociado a 
alodinia mecánica, un tipo de modelo de daño neuropático que tiene lugar en pacientes de 
SIDA o diabéticos (Cockayne y cols., 2000; Souslova y cols., 2000). Estos ratones presentan 
defectos en la sensación aferente, por ejemplo no controlan cuando se produce el llenado de 
la vejiga. La presencia del receptor P2X
3
 también ha sido descrita en terminaciones sinápticas 
de cerebro medio y, junto con el receptor P2X1, en neuronas granulaeres de cerebelo (Diaz-
Hernandez y cols., 2001; Hervas y cols., 2003).
 El receptor heteromérico P2X
2/3
 está presente en la lengua, de manera que cuando las 
papilas gustativas liberan ATP, éste activaría al receptor presente en los nervios gustativos 
39
Introducción
(Finger y cols., 2005). También se ha descrito su participación en la respuesta a hipoxia de 
las células del cuerpo carotideo, en este caso parece ser que son las subunidades P2X2 las que 
desempeñan un papel más importante (Gourine, 2005).
 El receptor P2X
4
 también esta implicado en la percepción del dolor, aunque parece 
que en este caso es debido a su expresión en microglía más que en neuronas. Se piensa que 
la liberación de ATP que tiene lugar durante procesos de daño de un nervio o de isquemia 
activaría al receptor P2X
4
 e induciría la liberación del factor neurotrófico derivado de 
cerebro (BDNF) por parte de la microglía (Coull y cols., 2005). Este factor actuaría sobre 
las neuronas adyacentes alterando la expresión de los transportadores de Cl- afectando a la 
transmisión GABAérgica inhibitoria. 
 Los receptores P2X2 y P2X4 se localizan en las sinapsis excitatorias, sobre todo en 
la periferia de la sinapsis donde existe una baja densidad de receptores de glutamato tipo 
AMPA, lo que puede indicar que los receptores P2X sólo se activan cuando se produce un 
aumento en el disparo del potencial de acción y se libera una gran cantidad de ATP (Rubio y 
Soto, 2001).
Se piensa que el receptor P2X
4
 podría ser el responsable del incremento de la potencia 
de la contracción del músculo cardiaco observada en respuesta a ATP (Mei y Liang, 2001; 
Hu y cols., 2002).
 Las subunidades P2X
5
 y P2X
6
 normalmente se encuentran formando parte de canales 
heteroméricos (North, 2002). El receptor P2X
5
 se clonó inicialmente del ganglio celíaco 
de rata y de corazón (Collo y cols., 1996; Garcia-Guzman y cols., 1996). Tras el análisis 
del genoma humano, se ha detectado un polimorfismo en el gen que codifica para esta 
subunidad, presente en un 16% de individuos, que sí parece formar canales homoméricos 
(Bo y cols., 2003). El receptor P2X
6
 es muy abundante en músculo esquelético y también ha 
sido detectado en el cerebro de rata (Urano y cols., 1997; Nawa y cols., 1998; Soto y cols., 
1996). 
 El receptor P2X
7
 fue identificado inicialmente como el receptor de macrófagos 
denominado P2Z (Buisman y cols., 1988; Di Virgilio, 1995). Interviene en la respuesta inmune, 
participa en la regulación de la expresión de citoquinas y de intermediarios inflamatorios 
como IL-1β o TNF-α (Brough y cols., 2003; Bulanova y cols., 2005). Su estimulación activa 
diferentes mecanismos de señalización que conducen a la formación de un poro que permite la 
entrada de moléculas de tamaño superior a 900 Da, a la reorganización del citoesqueleto, a la 
activación de caspasa 1 y a la muerte celular (Virginio y cols., 1999; Bulanova y cols., 2005). 
Aunque durante décadas, se consideró que este receptor era exclusivo de macrófagos y otras 
células del sistema inmune como microglía y células dendríticas (Surprenant y cols., 1996), 
en los últimos años se ha identificado en otros muchos tejidos, por ejemplo, en las glándulas 
salivares; en osteoblastos, fibroblastos e incluso en el sistema nervioso, donde podría estar 
implicado en procesos tan dispares como proliferación, liberación de neurotransmisores 
o activación de microglía y astrocitos (Baricordi y cols., 1999; Adinolfi y cols., 2002; Li 
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y cols., 2003; Gartland y cols., 2001; Solini y cols., 1999; Kukley y cols., 2001; Miras-
Portugal y cols., 2003; Hervas y cols., 2003; Hervas y cols., 2005). El receptor P2X
7
 se ha 
localizado alrededor de las placas de β-amiloide en modelos de ratón de la enfermedad de 
Alzheimer (Parvathenani y cols., 2003). Por ello, podría ser una posible diana farmacológica 
para el tratamiento de dicha patología, así como de otras alteraciones nerviosas como dolor 
neuropático o esclerosis múltiple (Sperlagh y cols., 2006). 
1.4.- Receptores metabotrópicos P2Y.
Los receptores P2Y pertenecen a la superfamilia de los receptores acoplados a 
proteínas G (GPCR). Hasta el momento, en mamíferos, se han clonado y caracterizado 
funcionalmente ocho subtipos, los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 
y P2Y
14
, de los cuales se conocen sus ortólogos en diferentes especies (Ralevic y Burnstock, 
1998; Abbracchio y cols., 2003). Desde el punto de vista filogenético, los receptores P2Y 
están muy próximos a la familia de receptores de rodopsina, entre los que se encuentran los 
receptores de cistenil leucotrienos y de las hormonas glicoproteicas. Según su estructura, 
los receptores P2Y se pueden dividir en dos subtipos (figura 9). El primero de ellos estaría 
formado por los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11, mientras que segundo incluiría a 
los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14, el grado de homología de secuencia entre los miembros 
de esta familia es próximo al 50%. Además, recientemente se han descrito dos receptores 
de cistenil leucotrienos (CysLT1 y CysLT2) que son activados por UDP, indicando que 
algunos receptores GPCRs poseen una especificidad dual (Mellor y cols., 2001; Mellor y 
cols., 2003). Los saltos que se observan en la numeración de los receptores P2Y se deben 
a receptores que en principio fueron clasificados como tales, pero que, posteriormente, se 
descubrió que tenían otros ligandos principales, es el caso del receptor de leucotrieno LTB4, 
identificado inicialmente como el receptor P2Y
7 
(Yokomizo y cols., 1997), del receptor de 
ácido lisofosfatídico 4 (receptor LPA4), identificado como P2Y
9
 (Noguchi y cols., 2003), o 
del receptor de α-cetoglutarato oxoglutarato 1 (OXGR1), que en un principio se denominó 
receptor P2Y
15
 (Inbe y cols., 2004). En otras ocasiones, se trata de receptores clonados en 
vertebrados no mamíferos cuyos ortólogos en mamífero todavía no han sido identificados, 
por ejemplo, los receptores p2y3 y p2y8, obtenidos de cerebro de pollo y de Xenopus laevis, 
respectivamente (Webb y cols., 1996a; Bogdanov y cols., 1997). En otras ocasiones, éste sí 
que se ha identificado, es el caso de los receptores xp2y de Xenopus y tp2y de pavo que son 
ortólogos del receptor P2Y
4 
(Bogdanov y cols., 1997; Boyer y cols., 1997).
En el genoma humano aparecen numerosas secuencias que codifican numerosos 
GPCRs huérfanos similares a los receptores P2Y conocidos. En diversos tejidos, se han 
detectado respuestas a nucleótidos que podrían estar mediados por algún receptor de 
nucleótidos que todavía no ha sido clonado, como el receptor ionotrópico de diadenosina 
polifosfatos presente en terminaciones sinápticas y el receptor metabotrópico de Ap
5
A de 
astrocitos de cerebelo (Pintor y Miras-Portugal, 1995; Jimenez y cols., 2002).
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Muchas de las secuencias que codifican a estos receptores se encuentran agrupadas 
en el mismo cromosoma. Por ejemplo, en el cromosoma 3 humano, que se corresponde con 
los cromosomas 3 y 2 de ratón y rata respectivamente, se localizan las secuencias de los 
receptores P2Y1, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 junto con los genes de varios receptores huérfanos, 
como los genes GPR171 y GPR87, y otros ya identificados como el receptor de succinato 
1. Los receptores P2Y2 y P2Y6 se localizan juntos en el cromosoma 11. Los genes de los 
receptores P2Y no poseen intrones y no existen variantes de procesamiento alternativo, aunque 
sí se han detectado polimorfismos de diversos receptores P2Y, entre ellos del receptor P2Y2 
(Janssens y cols., 1999) y del receptor P2Y12 (Cattaneo y cols., 2003). En el caso del receptor 
P2Y11, se ha identificado una proteína de fusión que es el resultado de un procesamiento 
alternativo intergénico entre los genes del receptor P2Y11 y del gen SSF1 (Communi y cols., 
2001a), ambos localizados en el cromosoma 19.
Figura 9.- Árbol filogenético de la familia de los receptores P2Y. Figura obtenida de la 
revisión publicada por Abbracchio y cols (2003) en Trends in Pharmacological Sciences.
1.4.1.-Estructura y topología transmembrana de los receptores P2Y.
 El tamaño de estos receptores oscila entre los 328 aminoácidos del receptor P2Y
6
 
hasta los 377 aminoácidos del receptor P2Y
4
, con una masa molecular de 41-53 KDa. La 
homología de secuencia entre los diferentes subtipos de receptores P2Y está comprendida 
entre el 21-57%, aunque si se tienen en cuenta las sustituciones conservativas la similitud 
asciende al 36-69%. El grado de homología entre ortólogos de un mismo subtipo es del 
80%. 
Los receptores P2Y presentan características típicas de los receptores GPCRs, al 
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igual que éstos poseen siete regiones transmembrana hidrofóbicas, unidas por tres bucles 
extracelulares y tres bucles intracelulares (figura 10). El extremo N-terminal, orientado al 
exterior celular, posee una longitud de 21-51 aminoácidos, mientras que el dominio C-terminal, 
localizado en el citosol, está formado por 16-217 aminoácidos. En el extremo N-terminal 
existen secuencias de N-glicosilación. Esta modificación post-traduccional es esencial en 
la transducción de señal, pero no para la unión del ligando o la expresión en la membrana 
(Zhong y cols., 2004). Además, en las regiones extracelulares poseen cuatro residuos de 
cisteína que forman dos puentes disulfuros, uno de ellos entre la región N-terminal y el tercer 
bucle extracelular y el otro entre el primer y segundo bucle extracelular (Hoffmann y cols., 
1999; Ding y cols., 2003). En el extremo C-terminal aparecen diversos sitios de fosforilación 
por PKCs.
Figura 10.- A.- Estructura secundaria propuesta para 
el receptor P2Y1. En los segmentos transmembrana, 
los círculos marcados en negrita indican los residuos 
que contribuyen a la unión del ligando. Las líneas 
discontinuas representan los puentes disulfuro. Los 
residuos Glu209 y Arg287 forman los sitios de meta-
unión de baja afinidad. TM, segmento transmembrana. 
EL, bucle extracelular. B.- Topología del receptor 
hP2Y1. En rojo se indican las regiones con estructura 
en α-hélice, en amarillo las zonas con estructura en 
lámina β, en verde los giros y en azul las regiones con 
estructura al azar. Las figuras han sido obtenidas de los 
artículos publicados por von Kügelgen y Wetter (2000) 
y por Major y Fischer (2004).
A.-
Extracelular
Intracelular
B.-
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 Análisis mutacionales combinados con estudios de modelos moleculares han ayudado 
a identificar los posibles sitios de unión al ligando. Un modelo basado en el receptor de 
rodopsina propone la participación, en dicha interacción, de los residuos próximos al espacio 
extracelular de las regiones transmembrana. Esta hipótesis ha sido confirmada mediante 
experimentos de mutagénesis dirigida, según los cuales los residuos polares de las regiones 
transmembrana 3, 5, 6 y 7 son esenciales en la unión con el ligando (Ivanov y cols., 2006). 
En el caso del receptor P2Y1, alguno de los residuos implicados en dicha interacción son 
His132 y Tyr136 de la región TM3, Thr222 y Phe226 de la región TM5, Gln307 y Ser314 de la región 
TM7 y Lys280 de la región TM6 (Guo y cols., 2002). El último residuo se correspondería con 
la Arg265 de los receptores P2Y2 y P2Y11 (Erb y cols., 1995; Qi y cols., 2001) y con la Arg
256 
del receptor P2Y12 (Cattaneo y cols., 2003). 
   Los residuos de naturaleza básica de las regiones TM6 y TM7 parecen estar 
involucradas en la interacción con los grupos fosfato cargados negativamente de los 
nucleótidos. La sustitución de dichos residuos afecta, no sólo a la afinidad por el agonista, 
sino también a la capacidad del receptor para adoptar la conformación del estado activo. 
Todos los receptores P2Y clonados poseen en la región TM6 un motivo H-X-X-R/K esencial 
para la activación por el ligando. En el caso de los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y 
P2Y11, en la región TM7 existe también un motivo muy conservado e importante en la unión 
del agonista con la secuencia Y-Q/K-X-X-R, que en caso del segundo subgrupo estructural, 
los receptores P2Y12, P2Y13 P2Y14, es sustituido por el motivo K-E-X-X-L, lo que sugiere 
que el reconocimiento del agonista puede ser diferente para ambos subtipos.
Estudios realizados con el receptor P2Y
4
 sugieren que residuos del extremo 
N-terminal y del segundo bucle extracelular, en concreto los residuos Asn177, Ile183, Leu190, 
están involucrados en la activación del receptor (Herold y cols., 2004).
1.4.2.- Posible dimerización.
 Durante mucho tiempo se ha pensado que los receptores acoplados a proteínas 
G actuaban como monómeros. Sin embargo, en los últimos años han surgido numerosas 
evidencias que indican que pueden formar estructuras homo- o heterodiméricas (Bouvier, 
2001; Devi, 2001; Javitch, 2004). La heteromerización modifica las propiedades 
farmacológicas, la señalización y la internalización de los receptores acoplados a proteínas 
G (Rocheville y cols., 2000). Dependiendo del tipo de receptor la unión del ligando puede 
promover, inhibir o no afectar la formación de dímeros.
Aunque todavía se conoce muy poco sobre la estructura cuaternaria de los receptores 
P2Y, diferentes estudios han demostrado que el receptor P2Y1 forma heterodímeros con el 
receptor A1 de adenosina, interacción que es promovida por la unión del agonista, generándose 
un receptor dimérico que al igual que el receptor de adenosina A1 inhibe a la adenilato ciclasa 
a través de una proteína Gi/o, pero con unas características farmacológicas intermedias, ya 
que es activado por ATP, no es inhibido por antagonistas de los receptores P2, pero si es 
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sensible a los del receptor de adenosina A1 (Yoshioka y cols., 2001; Yoshioka y cols., 2002a; 
Yoshioka y cols., 2002b). Estas interacciones también pueden producirse entre receptores 
P2Y, de igual o de diferente subtipo, por ejemplo, D´Ambrosi y cols. han descrito que en 
células PC12 los receptores P2Y
4
 y P2Y
6
 pueden formar estructuras homo- y/o heteroméricas 
en las que la unidad básica es el dímero, en el caso del receptor P2Y
4
, o el monómero si se 
trata del receptor P2Y
6
. Ambos homómeros se diferencian en que mientras el primero no 
se ve afectado por la estimulación con el agonista, éste sí estabiliza las interacciones entre 
diferentes moléculas del receptor P2Y
6
 (D’Ambrosi y cols., 2006; D’Ambrosi y cols., 2007). 
El receptor P2Y2 también puede formar homodímeros, independientemente de la presencia 
o ausencia del agonista (Kotevic y cols., 2005), al igual que el receptor P2Y12, aunque en 
este caso la formación de dímeros se ve impedida por el metabolito activo del fármaco 
clopidogrel que, como se explicará más adelante, es un antagonista de este receptor (Savi y 
cols., 2006). 
1.4.3.- Características funcionales de los receptores P2Y.
 La estimulación de los receptores P2Y conduce a la activación de proteínas G 
heterotriméricas que se disocian en subunidades Gα y el dímero Gβγ. Los diferentes subtipos 
de estos receptores pueden interaccionar con uno o más miembros de la familia de las 
proteínas G heterotriméricas (tabla 3). 
 En muchos casos, la activación por el agonista induce la desensibilización de los 
receptores acoplados a proteínas G, que conduce a una disminución de la respuesta y su 
internalización. Este proceso generalmente está mediado por la fosforilación de un dominio 
intracelular por proteínas quinasas de GPCR (GRK1-7), que en algunos casos conduce a la 
interacción con β-arrestinas y a la internalización mediada por clatrina. Uno de los receptores 
P2Y que sí se desensibiliza en presencia del agonista es el receptor P2Y2 (Velazquez y cols., 
2000; Santiago-Perez y cols., 2001). En este proceso es esencial su extremo C-terminal. La 
mutación de sitios de fosforilación por PKCs y GRKs en dicha región y en el tercer bucle 
intracelular disminuye la internalización y desensibilización del receptor. En este caso, están 
implicadas proteínas quinasas insensibles a esteres de forbol (Garrad y cols., 1998; Flores 
y cols., 2005). Diversos estudios demuestran que el receptor P2Y1 se desensibiliza tras la 
estimulación con el agonista, a través de un proceso endocítico dependiente de la fosforilación 
del receptor por PKCs y de la formación de vesículas recubiertas de clatrina (Hardy y cols., 
2005; Baurand y cols., 2005). Por el contrario, existen divergencias sobre que sucede con 
el receptor P2Y12. Hardy y cols. (2005) han propuesto un mecanismo de desensibilización 
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en el que están implicadas las quinasas GRK2 y GRK6. Sin embargo, Baurand y cols. han 
observado que solo una fracción del receptor se internaliza transitoriamente, lo que unido a 
un reciclaje muy rápido a la membrana permite que permanezca funcional (Baurand y cols., 
2000; Baurand y cols., 2005). 
1.4.3.1.- Farmacología.
 Farmacológicamente los receptores P2Y se pueden clasificar en receptores activados 
por nucleótidos de adenina, que responden principalmente a ATP y ADP (receptores P2Y1, 
P2Y12 y P2Y13 de roedores y humano y el receptor P2Y11 humano), receptores activados 
por nucleótidos de uracilo, que responden principalmente a UTP y UDP (receptores P2Y
4
 
y P2Y
6
) y receptores de especificidad mixta (receptores P2Y2 humano y de roedores y 
P2Y
4
 de roedores). Los agonistas del receptor P2Y
14
, tanto humano como de roedores, son 
azucares activados, como la UDP-glucosa, UDP-galactosa, ácido UDP-glucurónico o UDP-
N-acetilglucosamina (Chambers y cols., 2000; Freeman y cols., 2001). Sin embargo, el 
receptor P2Y
14
 no es activado por ningún otro nucleótido, nucleósido o dinucleótido.
 Algunos receptores P2Y pueden ser activados por diadenosina polifosfatos, aunque 
estos compuestos son menos potentes que los NTPs o NDPs (Hoyle y cols., 2001; Patel y 
cols., 2001).
La identificación y caracterización de los receptores P2Y también se complica debido 
a que la preparación de un determinado nucleótido puede estar contaminada por trazas de 
otros nucleótidos, a la presencia de ectonucleotidasas y a la interconversión entre nucleótidos 
de adenina y uracilo. Por ello, es necesario realizar incubaciones cortas o utilizar, siempre 
que sea posible, sistemas de perfusión. En ocasiones, se ha recurrido a la purificación de los 
nucleótidos mediante HPLC o a la adición de hexoquinasa para eliminar el ATP del medio 
extracelular. 
 En la tabla 3, se resumen las principales características farmacológicas de los ocho 
subtipos de receptores P2Y.
Receptores específicos de nucleótidos de adenina.
 El único receptor P2Y que sólo es activado por ATP es el receptor P2Y11, el cual ha 
sido identificado únicamente en humano sin que se conozcan ortólogos en otras especies. 
El resto de receptores pertenecientes a este grupo, los receptores P2Y1, P2Y12, P2Y13, son 
activados preferencialmente por ADP, mientras que el ATP ejerce un efecto variable. Así, el 
receptor P2Y12 es insensible a ATP, compuesto que actúa como agonista parcial muy débil 
del receptor P2Y
13
, al igual que su análogo 2MeSATP (Marteau y cols., 2003).
Para el receptor P2Y1, el 2MeSADP es un agonista diez veces más potente que el 
ADP (Waldo y Harden, 2004), este orden de potencia también se observa en la activación del 
receptor P2Y12, aunque la diferencia de potencia es de 100 veces (Hollopeter y cols., 2001; 
Zhang y cols., 2001). En el caso del receptor P2Y
13
, en algunos sistemas se mantiene este 
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perfil, mientras que en otros modelos, ambos agonistas son equipotentes (Communi y cols., 
2001b; Zhang y cols., 2002; Marteau y cols., 2003; Fumagalli y cols., 2004).
En los últimos años, se han producido importantes avances en el desarrollo de 
antagonistas específicos de algunos receptores P2Y. En el caso del receptor P2Y1 los 
antagonistas más potentes son análogos estructurales del ADP, como los derivados MRS-
2179 y MRS-2279 (King, 2002). Para el receptor P2Y12 también se han sintetizado algunos 
antagonistas muy potentes con una estructura análoga a la del ATP, entre los que se encuentran 
los compuestos ARC-67085 y ARC-69931 de Astra-Zeneca. El fármaco antitrombótico 
clopidogrel, cuyo uso clínico fue aprobado en 1997, es metabolizado en el hígado formándose 
un metabolito que actúa como antagonista de este receptor. El clopidogrel y la tioclopidina, 
han sido ampliamente utilizados en la caracterización de las respuestas plaquetarias a ADP y 
en el papel que estas desempeñan en la trombosis (Gachet, 2005).
Receptores  de nucleótidos de uracilo.
 El receptor P2Y2 es activado por ATP y UTP de manera equipotente. Sin embargo 
UDP y ADP son inactivos (Nicholas y cols., 1996). Esta misma especificidad se observa en 
el caso del receptor P2Y
4
 de roedores, mientras que el receptor P2Y
4
 humano es selectivo 
para UTP (Communi y cols., 1995; Nguyen y cols., 1995).
 El receptor P2Y
6
 es activado preferencialmente por UDP, con una potencia 100 veces 
superior a la del UTP (Nicholas y cols., 1996), mientras que los nucleótidos de adenina no 
tienen efecto sobre este receptor.
 No existen antagonistas selectivos para los receptores de nucleótidos de pirimidina, 
sobre ellos actúan a concentraciones micromolares los antagonistas clásicos suramina y azul 
reactivo 2. El receptor P2Y2 es insensible a PPADS, pero si es bloqueado por suramina 
(Mateo y cols., 1996; Charlton y cols., 1996a). El receptor P2Y
4
 no es sensible a suramina y 
el PPADS posee una eficacia variable dependiendo del tipo celular (Communi y cols., 1996; 
Charlton y cols., 1996b). 
1.4.3.2.- Vías de señalización intracelular.
 Los receptores P2Y están acoplados principalmente a las dos vías principales de 
transducción de señal metabotrópicas, la hidrólisis de los lípidos de inositol por la fosfolipasa 
C (PLC) y la activación o inhibición de la adenilato ciclasa (AC) (tabla 1). 
Activación de la fosfolipasa C por receptores P2Y.
Los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6 y P2Y11 están acoplados a la activación 
de la fosfolipasa C. La sensibilidad a toxina pertussis es variable, lo que indica que están 
implicados diferentes subtipos de proteínas G. La formación de inositol trifosfato inducida 
por los receptores P2Y1, P2Y6 y P2Y11 no es inhibida por el tratamiento con dicha toxina. Sin 
embargo, los receptores P2Y2 y P2Y4 sí son parcialmente sensibles (Burnstock, 2007). 
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El receptor P2Y
13
 también puede inducir la activación de la fosfolipasa C, como 
demuestran diferentes trabajos con líneas celulares donde el receptor se ha expresado de 
manera heteróloga (Communi y cols., 2001b; Zhang y cols., 2002; Kim y cols., 2005).
Activación de la adenilato ciclasa por los receptores P2Y.
El único subtipo que está acoplado positivamente al sistema adenilato ciclasa 
es el receptor P2Y11 a través de una proteína Gs, como demuestran estudios de expresión 
heteróloga en células CHO y en la línea celular HL-60 (Communi y cols., 1997; Communi y 
cols., 1999). Como ya se ha comentado, este receptor también puede activar a la fosfolipasa 
C mediante una proteína Gq, y al igual que otros receptores P2Y que inducen la movilización 
de calcio intracelular, puede estimular o inhibir la actividad de diferentes isoformas de la 
adenilato ciclasa sensibles a calcio (Sen y cols., 1996; Sunahara y cols., 1996; Defer y cols., 
2000). 
Inhibición de la adenilato ciclasa por receptores P2Y.
Los últimos subtipos de receptores P2Y clonados, los receptores P2Y12, P2Y13 y 
P2Y
14
, están acoplados negativamente al sistema adenilato ciclasa (Hollopeter y cols., 2001; 
Zhang y cols., 2001; Communi y cols., 2001b; Abbracchio y cols., 2003). La inhibición 
de esta vía por un receptor de nucleótidos acoplado a una proteína G sensible a toxina 
pertussis, ya había sido descrita con anterioridad en numerosos tipos celulares, entre los que 
se encontraban las plaquetas (Cooper y Rodbell, 1979), hepatocitos (Okajima y cols., 1987), 
células C6 glioma (Boyer y cols., 1993), células de Schwan (Berti-Mattera y cols., 1996) 
y células B10 del endotelio microvascular (Webb y cols., 1996b). Durante mucho tiempo, 
se pensó que el receptor P2Y1 era el responsable de la inhibición de la adenilato ciclasa, 
pero el perfil farmacológico observado era muy diferente al del receptor P2Y1 (Boyer y 
cols., 1993; Boyer y cols., 1994). Mediante estudios de expresión heteróloga y con ratones 
que presentan una expresión deficiente de este receptor se confirmó que el receptor P2Y1 
media la producción de inositol trifosfato, pero no la inhibición de la formación de AMPc 
inducida por ADP. Posteriormente, se ha demostró que esta respuesta está mediada por el 
receptor P2Y12, que se corresponde con el receptor P2TAC expresado en plaquetas y que está 
relacionado con el receptor de ADP presente en otros modelos como células C6 glioma o 
células B10. 
Otras rutas de señalización reguladas por receptores P2Y.
 A través de su acoplamiento a proteínas G los receptores P2Y, al igual que otros 
receptores metabotrópicos, modulan la actividad de otras cascadas de transducción de 
señal.
 Diferentes subtipos de receptores P2Y pueden modular la actividad de canales 
iónicos a través de diferentes proteínas G. Los receptores P2Y2 y P2Y6 están acoplados a 
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canales rectificadores de K+, pero mientras que la modulación ejercida por el primero es 
parcialmente sensible a toxina pertussis, el efecto del receptor P2Y
6
 es insensible a dicho 
tratamiento (Mosbacher y cols., 1998). Asimismo, la inhibición de los canales de calcio 
tipo N ejercida por los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 y P2Y6 está mediada por proteínas G 
sensibles e insensibles a toxina pertussis, mientras que la inhibición que ejercen sobre los 
canales de K+ tipo M es insensible a dicho tratamiento (Filippov y cols., 2003). El receptor 
P2Y12  activa canales de K
+ tipo GIRK1/GIRK2 e inhibe canales de Ca2+ dependientes de 
voltaje a través de las subunidades Gβγ de proteínas Gi/o (Simon y cols., 2002). 
Diversos autores han sugerido que los receptores P2Y pueden interaccionar y modular 
la función de diferentes proteínas independientemente de las proteínas G. De este modo, 
se ha comprobado que el receptor P2Y1 posee en su extremo C-terminal un dominio PDZ 
que puede interaccionar directamente con el factor regulador del intercambio Na+/H+ (Hall 
y cols., 1998). Asimismo, en los receptores P2Y
1,2,6,11
 existe un motivo RRSE-QXK/RSE 
necesario para la regulación de los canales que median las corrientes de entrada en oocitos 
de Xenopus (Lee y cols., 2003b).
Los datos obtenidos por diferentes grupos sugieren que los receptores P2Y pueden 
estar acoplados a la activación de RhoA a través de una proteína Gq e independientemente 
de la PLC. De este modo, el cambio de forma de las plaquetas inducida por ADP a través del 
receptor P2Y1 parece estar mediada por la cascada RhoA-p160ROCK con la participación 
de alguna PKC (Paul y cols., 1999). Por otro lado, Sauzeau y cols., 2000 observaron que en 
células del músculo liso de aorta los receptores P2Y1, P2Y2, P2Y4 y P2Y6 activan a RhoA.
Los receptores P2Y inducen procesos de proliferación, diferenciación y apoptosis 
en diferentes tejidos y tipos celulares. En muchos casos, en estos efectos están implicadas 
las rutas de las MAPKs, familia a la que pertenecen las quinasas reguladas por señales 
extracelulares (ERKs), las proteínas quinasas activadas por estrés o quinasas del extremo 
C-terminal de c-jun (SAPK/JNK), ERK5/BMK1 y proteínas quinasas del grupo de p38. 
Normalmente, las proteínas ERKs median procesos de diferenciación/transformación y 
supervivencia, mientras que p38 y JNK están implicadas en apoptosis. ATP y UTP activan la 
ruta de p38 a través del receptor P2Y2 en células mesangiales del glomérulo de rata (Huwiler y 
cols., 2000). Dicha activación también tiene lugar en osteoblastos, donde además, el receptor 
P2Y2 también activa a ERK1/2. Por otro lado, el receptor P2Y1 activa la cascada de las 
ERKs y algunas isoformas de JNK, sin afectar a p38 (Sellers y cols., 2001). Los receptores 
P2Y12 y P2Y13 también están acoplados positivamente a ERK1/2 (Grobben y cols., 2001; 
Communi y cols., 2001b). Esta cascada puede ser activada por vías muy heterogéneas, las más 
importantes aparecen esquematizadas en la figura 11 (van Biesen y cols., 1996b; Goldsmith 
y Dhanasekaran, 2007). Los receptores GPCRs pueden acoplarse a esta ruta de señalización 
a través de proteínas G, Gs, Gq, Gi, Go, G12., siendo los mecanismos más frecuentes aquellos 
en los que están implicados los subtipos Gq y Gi.. A su vez la vía de las ERKs está implicada 
en la regulación de la expresión génica.
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Figura 11.- Esquema de las principales vías de activación de la cascada de las MAP 
quinasas.
Como se ha visto, es posible que un mismo receptor pueda acoplarse a diferentes 
tipos de proteínas G y que module distintas vías de señalización. Esto puede deberse a que 
el receptor, al activarse, adopte más de un tipo de conformación que le permite asociarse con 
diferentes subunidades Gα o ser consecuencia de la dimerización entre diferentes subtipos 
de receptores. 
1.4.4.- Expresión tisular e importancia fisiológica.
 Como se muestra en la tabla 3, los receptores P2Y se expresan en multitud de tejidos 
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y tipos celulares, donde regulan numerosos procesos, algunos de los cuales se detallan a 
continuación.
Receptores P2Y en el sistema vascular.
 En respuesta a estrés mecánico, las células del endotelio vascular liberan nucleótidos 
que, a través de receptores P2X y P2Y, regulan el tono vascular y la presión sanguínea 
(Kunapuli y Daniel, 1998). Estos compuestos inducen vasodilatación mediante la 
estimulación de receptores P2Y expresados en las células del endotelio vascular, que liberan 
prostaglandinas y oxido nítrico (Motte y cols., 1995). Las células endoteliales también 
expresan P2X, sobre todo P2X
4
, pero no se ha demostrado que induzcan vasodilatación 
(Yamamoto y cols., 2000). Por otro lado, los nucleótidos también provocan vasoconstricción 
mediante la estimulación de receptores P2, principalmente P2X1, en células de músculo liso 
vascular (SMC) (Ralevic y Burnstock, 1998), donde además pueden actuar como factores de 
crecimiento a través de los receptores P2Y (Hou y cols., 2002). La proliferación de SMC es 
esencial para el crecimiento y remodelación vascular inducida por fuerzas de deformación 
o de cizallamiento. Este tipo de estrés provoca la disminución de la expresión del receptor 
P2X1, produciéndose una disminución del tono vascular y un incremento del flujo sanguíneo, 
y un aumento de los niveles de los receptores P2Y2 y P2Y6, que se traduce en un aumento del 
crecimiento y migración celular, promoviendo, por tanto, el remodelamiento vascular (Wang 
y cols., 2003).
Receptores P2Y y agregación plaquetaria.
 Las plaquetas constituyen uno de los modelos mejor conocidos y en los que más se 
ha estudiado la señalización de los receptores P2Y. El ADP induce el cambio de forma y la 
agregación plaquetaria debido a la exposición en la superficie celular de las integrinas GPIIb/
IIIa y la unión de fibrinógeno (Hourani y Hall, 1994). En un principio, se pensaba que este 
nucleótido actuaba a través de un solo receptor, que por un lado inducía la inhibición de la 
adenilato ciclasa vía Gi y por otro la activación de la PLC y movilización de calcio intracelular 
vía Gq. Sin embargo, la combinación de técnicas de biología molecular y el empleo de 
antagonistas selectivos han permitido demostrar que la acción de ADP está mediada por dos 
receptores diferentes. El receptor P2Y1 es el responsable del incremento de la concentración 
de Ca2+ intracelular, cambio de forma y agregación transitoria, como confirman estudios 
farmacológicos (Savi y cols., 1998) y con ratones deficientes en el receptor P2Y1 (Fabre y 
cols., 1999). Mientras que el receptor P2TAC, que posteriormente fue identificado como el 
receptor P2Y12, está acoplado a la inhibición de la adenilato ciclasa, potencia la respuesta 
y estabiliza los agregados sin afectar a la movilización de calcio ni al cambio de forma. 
La inhibición de la adenilato ciclasa y la agregación plaquetaria son bloqueadas por ARC-
67085 y los tratamientos con los fármacos antitrombóticos clopidogrel y ticlopidina, que 
tienen como diana al receptor P2Y12. Además, en pacientes con una mutación autosómica 
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recesiva en el gen de este receptor se ha observado una agregación plaquetaria deficiente 
(Hollopeter y cols., 2001).
Los receptores P2Y1 y P2Y12 no sólo se diferencian en sus cascadas de señalización, 
sino que también poseen distinta regulación. El primero de ellos se desensibiliza tras la 
estimulación con ADP debido a su internalización dependiente de clatrina, mientras que 
el receptor P2Y12 no se desensibiliza tras la exposición al agonista bien porque no es 
internalizado o bien porque existe un recambio muy rápido que permite su permanencia en 
la membrana (Baurand y cols., 2000; Baurand y cols., 2005).
Receptores P2Y en los epitelios secretores.
 Otro de los sistemas en los que los receptores P2Y han sido ampliamente estudiados 
son los epitelios que tapizan las mucosas. Los nucleótidos activan receptores P2Y en células 
epiteliales de muchos órganos en condiciones fisiológicas y patológicas (von Kugelgen y 
Wetter, 2000).
 En pulmón, la secreción de mucinas constituye un mecanismo de defensa innata 
ya que favorece la eliminación de partículas nocivas. La fibrosis cística es una enfermedad 
que se caracteriza por la secreción de mucinas escasamente hidratadas que obstruyen 
las vías respiratorias, facilitando la colonización por bacterias patógenas. Se debe a una 
alteración del transporte de Cl- ocasionada por una mutación en el transportador CFTR 
(Thelin y Boucher, 2007). Los nucleótidos ATP y UTP pueden ser utilizados como aerosoles 
en el tratamiento de dicha enfermedad, debido a que aumentan la secreción de iones Cl-. 
Actualmente, el compuesto INS37217, agonista del receptor P2Y2 derivado del dinucleótido 
Up
4
U, se encuentra en fase clínica III. Este compuesto posee efectos más duraderos que 
otros nucleótidos, probablemente debido a su mayor resistencia a ser metabolizado por las 
células de las vías respiratorias o por enzimas presentes en el esputo (Yerxa y cols., 2002).
 Estudios realizados con ratones deficientes en los receptores P2Y2 y P2Y4 han 
demostrado que ambos subtipos se expresan en el colon distal y que su activación induce la 
secreción transitoria de K+ a través de canales tipo BK (Matos y cols., 2005). Asimismo, el 
receptor P2Y
4
 media la secreción de Cl- inducida por UTP en el yeyuno (Cressman y cols., 
1999; Robaye y cols., 2003).
 Los diadenosina polifosfatos Ap
4
A y Ap
5
A forman parte de la composición de las 
lágrimas. Además, ATP, UTP y Ap
4
A estimulan la secreción lacrimal mediante la activación 
del receptor P2Y2 (Pintor y cols., 2002).
Receptores P2Y en el sistema inmune.
 El ATP induce la diferenciación de las células HL-60, células de leucemia 
promielocíticas, a neutrófilos de manera más potente que el ADP o el AMP (Conigrave y 
cols., 2000). Este proceso está mediado por el receptor P2Y11 a través de la activación de la 
adenilato ciclasa a través de una proteína Gs.  Además, el tratamiento con ATP provoca un 
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aumento de la expresión de este receptor (Communi y cols., 2000b). Por tanto, el receptor 
P2Y11 parece estar involucrado en la hematopoyesis y podría ser una diana farmacológica 
para el tratamiento de distintos tipos de leucemia y neutropenia.
 El ATP y el TNFα tienen efectos sinérgicos en la maduración de las células dendríticas. 
Diversos estudios han demostrado que la acción del ATP esta mediada por el receptor P2Y11 
(Schnurr y cols., 2000; Wilkin y cols., 2001).
 En células dendríticas ADP induce la movilización de calcio, la activación de las 
ERKs, la inhibición de la producción de IL-12, y a diferencia de ATPγS, potencia la secreción 
de IL-10. Estos efectos parecen estar mediados en parte por el receptor P2Y
13
, cuya presencia 
en monocitos, células dendríticas y células T ha sido descrita (Zhang y cols., 2002; Marteau 
y cols., 2004).
 El receptor P2Y
14
 también parece estar implicado en la respuesta inflamatoria e 
inmune, ya que se ha identificado en células madre hematopoyéticas de medula ósea, donde 
está implicado en procesos de migración. A diferencia de estas células, su presencia no ha 
sido detectada en otras poblaciones de células madre, por ejemplo, en el cordón umbilical 
(Lee y cols., 2003a). 
Receptores P2Y en el  sistema nervioso.
 En sistema nervioso los receptores P2Y regulan numerosos procesos en condiciones 
fisiológicas y patológicas. Por ejemplo, el receptor P2Y12, que como ya se ha comentado 
regula canales iónicos, media la inhibición de la liberación de noradrenalina en neuronas 
simpáticas a través de la inhibición de canales de Ca2+ dependientes de voltaje (Lechner y 
cols., 2004).
Existen numerosos trabajos que confirman la importancia de los receptores P2Y en 
neurogénesis. Durante el desarrollo embrionario existe una intensa actividad proliferativa en 
la zona ventricular de la corteza cerebral. Dicha proliferación depende de la propagación de 
ondas de calcio entre células de la glía radial, tipo celular que aparece de manera transitoria en 
la etapa embrionaria y que dirige la migración neuronal y de las que derivan los progenitores 
de las neuronas piramidales de corteza. Dichas ondas se generan de manera espontánea y 
están mediadas por hemicanales formados por conexinas y por el receptor P2Y1 que induce 
la salida de calcio de los reservorios intracelulares (Weissman y cols., 2004).
 Estudios con cultivos derivados de neuroesferas obtenidas a partir de la región 
subventricular, zona en la que, junto al giro dentado en hipocampo, existe neurogénesis en 
el estado adulto (Alvarez-Buylla y Lim, 2004), han demostrado que los receptores P2Y1 y 
P2Y2 potencian la proliferación celular inducida por factores de crecimiento (Mishra y cols., 
2006). Los progenitores neurales expresan receptores P2Y y además liberan ATP mediante 
ráfagas. Diversos estudios han puesto de manifiesto que los nucleótidos actúan como señales 
proliferativas para estas células al tiempo que inhiben su diferenciación a neuronas y células 
gliales (Lin y cols., 2007). Sin embargo, según otros estudios, los receptores P2Y, entre ellos 
54
Introducción
el receptor P2Y1, inhiben la proliferación y expansión de las neuroesferas primarias (Stafford 
y cols., 2007). Estas diferencias pueden deberse a que, en los sucesivos pasos del cultivo, se 
produzcan modificaciones en la señalización de algunos receptores o en la expresión de las 
ectoenzimas presentes en la superficie de las células.
La activación de los receptores P2Y
4
 y P2Y
6
 potencia la proliferación de células madre 
neurales mesencefálicas inducida por factores de crecimiento, mientras que en ausencia de 
éstos, UTP y UDP provocan la diferenciación a neuronas dopaminérgicas (Milosevic y cols., 
2006). 
En caso de daño o muerte celular, las células de la microglía, células inmunes del 
cerebro, migran rápidamente hacia la zona dañada para fagocitar y eliminar los restos 
celulares. El ATP liberado en dicha región induce cambios en la movilidad de la microglía, 
actuando como agente quimioatrayente a través de diferentes receptores P2, tanto P2Y como 
P2X (Honda y cols., 2001; Nasu-Tada y cols., 2005; Ohsawa y cols., 2007). En estas células 
también se ha detectado la expresión del receptor P2Y
6
, cuyos niveles se incrementan cuando 
se produce daño neuronal. La activación de este receptor por UDP provoca un aumento de la 
fagocitosis (Koizumi y cols., 2007).
Los receptores P2Y también están involucrados en la percepción del dolor. Así, en 
sistemas de expresión heterólogos, se ha comprobado que la activación del receptor P2Y1 
induce la fosforilación dependiente de PKC del receptor de capsaicina, VR1, disminuyendo el 
umbral de activación por temperatura de dicho receptor desde los 42ºC a los 35ºC (Tominaga 
y cols., 2001). Estudios posteriores con animales deficientes en los receptores P2Y1 y VR1 
han puesto de manifiesto que el receptor P2Y2 es el responsable de la hiperalgesia termal 
inducida por ATP (Moriyama y cols., 2003).
Receptores P2Y en el mantenimiento de del tejido oseo.
 Los nucleótidos están implicados en la formación del hueso ya que el ATP inhibe 
la actividad de los osteoblastos al tiempo que estimula la función y la formación de los 
osteoclastos a través de diferentes receptores P2Y (Hoebertz y cols., 2002). Trabajos recientes 
han puesto de manifiesto que el efecto sobre estos últimos puede estar mediado por la IL-6, 
molécula sintetizada por los osteoblastos en respuesta al ATP y que induce la formación y 
diferenciación de los precursores de osteoclastos (Ihara y cols., 2005). 
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2.- PROTEíNA QUINASA D.
La proteína quinasa D (PKD) es una Ser/Thr quinasa cuya clasificación ha variado a lo 
largo del tiempo. En un principio, se consideró una isoforma atípica de PKC, posteriormente, 
fue incluida dentro de la familia AGC, proteínas quinasas reguladas por nucleótidos como 
PKA (proteína quinasa A), PKG (proteína quinasa G) y PKC (proteína quinasa C), y 
actualmente, debido a la homología entre su dominio catalítico y el de la calcio calmodulina 
quinasa (CaMK) se considera una nueva familia de quinasas dentro del grupo de las CAMKs 
(Rozengurt y cols., 2005).
Existen tres isoformas de PKD, PKD1 y su homólogo humano PKCµ, PKD2 y PKD3 
también denominada PKDν.
2.1.- Estructura y función de los diferentes dominios estructurales.
La proteína quinasa D presenta una estructura formada por diferentes subdominios 
(figura 12), que está íntimamente ligada a su función catalítica, a su regulación y a su 
localización intracelular. 
Esta proteína posee un dominio regulador, situado en la región N-terminal, y otro 
catalítico, localizado en C-terminal donde se localiza una región, denominada bucle de 
activación, cuya fosforilación en determinados residuos es necesaria para la activación de 
la enzima (Rykx y cols., 2003). El dominio regulador ejerce un efecto inhibitorio sobre el 
dominio catalítico, de tal modo, que la deleción o mutación de distintas regiones del primero 
conduce a la activación constitutiva de PKD. Las tres isoformas de PKD poseen, en su 
Figura 12.- Representación de la estructura de los miembros de la familia PKD. Los 
números indican la posición de los aminoácidos. AP: dominio rico en alanina y prolina. P: 
dominio rico en prolina. S: dominio rico en serina. Cys1 y Cys 2: dedos de zinc ricos en cisteína. 
AC: dominio rico en aminoácidos ácidos. PH: dominio de homología a pleckstrina. Quinasa: 
dominio catalítico con actividad quinasa. La figura está basada en la publicada por Van Lint y 
cols., (2002) en Trends in Cell Biology.
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dominio regulador, dos dedos de zinc (Cys1 y Cys2), secuencias ricas en cisteína, y una 
región de homología a pleckstrina (PH), que junto con el dominio catalítico son las regiones 
más conservadas. El orden en el grado de homología es dominio catalítico > Cys1 > Cys2 > 
PH. Entre estas regiones se intercalan otras con mayor grado de variabilidad que confieren 
las propiedades específicas a cada subtipo de PKD. Algunas diferencias estructurales entre 
las tres isoformas son la ausencia del dominio hidrofóbico en la región N-terminal de PKD3 
o la presencia de una secuencia extra rica en serina en PKD2.
 En células en reposo, PKD1 se encuentra mayoritariamente en el citosol y una 
pequeña proporción en el Golgi, mientras que en células especializadas también se localiza 
en la mitocondria y en los gránulos de secreción (Storz y cols., 2000; Matthews y cols., 
2000). Cuando las células se estimulan con agonistas de receptores que activan la fosfolipasa 
C (PLC), PKD1 se transloca desde el citosol a distintos compartimentos celulares, a 
la membrana, al núcleo o al aparato de Golgi (figura 13). Por ejemplo, la activación de 
receptores acoplados a proteínas G, tales como los receptores de neuropéptidos, induce una 
translocación rápida y reversible de PKD a la membrana donde se activa. A continuación, se 
disocia rápidamente, volviendo citosol y se aumenta la velocidad de su transporte al núcleo, 
produciéndose una acumulación nuclear (Rey y cols., 2003).  
Figura 13.- Transporte nucleoplasmático y translocación al Golgi de PKD1. Tras  un 
estímulo que induzca la formación de DAG, PKD se transloca desde el citosol a la membrana 
plasmática, debido a la interacción del dominio Cys2 con DAG. PKD es fosforilada en el bucle 
de activación por nPKC, se activa y se disocia rápidamente de la membrana. El regreso al 
citosol va seguido de la acumulación de PKD en el núcleo, que está mediada por el dominio 
Cys2. La exportación desde el núcleo requiere la participación del dominio PH y tiene lugar 
mediante un mecanismo dependiente de Crm-1. El reclutamiento de PKD al Golgi depende 
del aumento local de la producción de DAG y esta mediado por el dominio Cys1. La figura está 
basada en la publicada por Rykx y cols. (2003) en FEBS Letters.
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 En la translocación de PKD a las distintas localizaciones subcelulares están implicados 
dominios concretos de la enzima, que interaccionan de manera rápida y reversible con lípidos 
y proteínas presentes en los distintos compartimentos (figura 14).
 PKD2 presenta una distribución muy similar a PKD1. Sin embargo, PKD3 se localiza 
tanto en núcleo como en citoplasma de las células en reposo. Existe un intercambio continuo 
entre ambos compartimentos a través de un mecanismo dependiente de un transportador 
nuclear y de una vía de exportación nuclear dependiente de la proteína Crm-1. 
2.2.- Mecanismos de activación de PKD.
La activación de PKD puede producirse mediante tres vías diferentes:
1.- Mediante la fosforilación de varios residuos (Iglesias y cols., 1998). En 
PKD1 existen cinco residuos  susceptibles de fosforilación, dos en el dominio regulador 
(Ser203 y Ser255), dos en el dominio catalítico (Ser744 y Ser748) y uno en el extremo C-terminal 
(Ser916) (Vertommen y cols., 2000; Waldron y cols., 2001). Estos residuos pueden ser auto o 
transfosforilados, figura 14. La activación de receptores acoplados a proteínas G (GPCR) o 
receptores tirosina quinasa, inducen la formación de diacilglicerol (DAG) vía fosfolipasa C 
(PLC) y la activación de PKCη y PCKε, que fosforilan los residuos Ser744 y Ser748 de PKD1, 
Figura 14- Representación de las funciones de los dominios de PKD1. El dominio regulador 
abarca los residuos 1-588. En esta región existen diversos subdominios cuyas funciones se 
indican en las cajas junto con los sitios de fosforilación. La figura está basada en la publicada 
por Van Lint y cols. (2002) en Trends in Cell Biology. 
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los cuales forman parte del bucle de activación localizado en el dominio catalítico de la 
enzima. Se ha descrito que el residuo Ser748 puede autofosforilarse lentamente, lo cual podría 
facilitar la fosforilación del residuo Ser744 por PKCε (Waldron y Rozengurt, 2003). Los 
residuos Ser203 y Ser916 son sitios de autofosforilación, mientras que la Ser255 es fosforilada 
por PKCs o por alguna quinasa activada por éstas. También se ha identificado un residuo en 
el dominio PH (Tyr 463) cuya fosforilación por Abl provoca la activación de PKD a través de 
proteínas Src (Storz y Toker, 2003).
En PKD2 se han identificado tres sitios susceptibles de fosforilación, Ser706 y Ser 710 
en el dominio catalítico y Ser876 en la región C-terminal, equivalentes a los residuos Ser744, 
Ser748 y Ser916 de PKD1 (Sturany y cols., 2001; Sturany y cols., 2002). Sin embargo, PKD3 
parece que no posee ningún residuo que pueda ser fosforilado en el extremo C-terminal, 
aunque, al igual que PKD1 y PKD2, sí presenta dos sitios de fosforilación en el dominio 
catalítico, los residuos Ser731 y Ser735.
2.- Mediante la interacción con las subunidades Gβγ a través del dominio de 
homología a pleckstrina (Jamora y cols., 1999). Este mecanismo juega un papel importante 
en el transporte de proteínas desde el Golgi a la membrana, proceso en el que la activación 
de PKD requiere la participación de PKCη asociada a este orgánulo (Diaz Anel y Malhotra, 
2005).
3.- La tercera vía de activación de PKD tiene lugar por proteolisis llevada a cabo por 
caspasas activadas por sustancias genotóxicas que inducen apoptosis. Como consecuencia de 
la ruptura proteolítica se libera gran parte del dominio regulador generándose un fragmento 
de 60 KDa catalíticamente activo (Haussermann y cols., 1999; Endo y cols., 2000). 
Por otro lado, la proteína 14-3-3 puede interaccionar con PKD1 inhibiendo su 
actividad quinasa (Hausser y cols., 1999).
2.3.- Vías de señalización intracelular e importancia fisiológica.
 Las diferentes localizaciones intracelulares de PKD le permiten regular numerosos 
procesos desde el tráfico de proteínas intracelular hasta proliferación, diferenciación, 
apoptosis o motilidad celular. 
2.3.1.- Proliferación, diferenciación y apoptosis.
La expresión de PKD ha sido asociada a la proliferación celular en distintos tipos y 
líneas celulares como los queratinocitos, células de carcinoma de piel de ratón y fibroblastos 
NIH3T3 (Rennecke y cols., 1999). Se ha comprobado que la sobreexpresión de PKD potencia 
la síntesis de DNA inducida por bombesina, vasopresina o ésteres de forbol (Zhukova y cols., 
2001). El factor de crecimiento del endotelio vascular induce la activación de las ERKs y la 
proliferación de células endoteliales a través de PKD (Wong y Jin, 2005). Este acoplamiento 
a la vía de las ERKs tiene lugar a través de la activación secuencial de Raf y MEK (Hausser 
y cols., 2001), mediante un mecanismo por el cual PKD1 fosforila a RIN1, proteína de unión 
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a Ras, disminuyendo la interacción entre ambas proteínas e incrementando la eficacia de la 
unión de Ras y Raf (Wang y cols., 2002). 
Otra de las proteínas de la familia de las MAPKs que puede ser regulada por PKD1 
es la quinasa del extremo N-terminal de c-Jun (JNK). Se ha propuesto que PKD1 inhibe 
la activación de esta cascada inducida por EGF a través de un mecanismo que implica la 
fosforilación del receptor de este factor de crecimiento (Bagowski y cols., 1999). Además, la 
sobrexpresión de PKD1 reduce la fosforilación inducida por EGF del residuo Ser63 de c-jun 
(Hurd y Rozengurt, 2001). Mas recientemente, se han identificado diferentes residuos de 
c-jun que pueden ser fosforilados por PKD (Waldron y cols., 2007). La regulación de ambas 
cascadas de las MAPKs podría estar implicada en la proliferación no deseada de las células 
sometidas a estrés.
Relacionado con estos efectos proliferativos, PKD también induce respuestas 
antiapoptóticas en células tumorales (Trauzold y cols., 2003). La sobrexpresión de PKD1 en 
la línea celular de fibroblastos de ratón L-929 y en las células HeLa reduce la sensibilidad a la 
apoptosis inducida por TNF, este fenómeno está relacionado con el aumento de la expresión 
de genes que codifican proteínas que inhiben la apoptosis (Johannes y cols., 1998). Por 
el contrario, la proteolisis PKD1 por caspasas inducida por sustancias genotóxicas o por 
radiaciones γ aumenta la sensibilidad a la apoptosis (Endo y cols., 2000).
PKD también está implicada en procesos de diferenciación, por ejemplo, participa en 
la diferenciación de los osteoblastos y en la formación del hueso (Celil y Campbell, 2005).
Debido a su capacidad de aumentar la proliferación celular PKD está implicada 
en diversas enfermedades de la piel caracterizadas por una hiperproliferación celular, por 
ejemplo en carcinomas de células basales o psoriasis, donde se han observado alteraciones 
en su patrón de expresión en las diferentes capas epidérmicas o una expresión muy elevada 
(Ristich y cols., 2006). Asimismo, PKD puede fosforilar a las histonas deacetilasas de clase 
II que modulan la expresión génica y cuya desregulación está asociada a enfermedades 
musculares y a fallos cardíacos, así mediante la fosforilación de la histona deacetilasa 5 PKD 
está involucrada en la hipertrofia cardíaca dependiente de agonista (Vega y cols., 2004). 
2.3.2.- Estrés oxidativo.
 PKD1 es un importante sensor de estrés oxidativo. En la activación de PKD inducida 
por ROS (especies reactivas de oxígeno) están implicadas las proteínas Src y Abl. Src 
fosforila a PKD en diferentes residuos facilitando la interacción con PKCδ, que regula la 
actividad de PKD1 en respuesta a estrés (Waldron y Rozengurt, 2000; Storz y Toker, 2003; 
Doppler y Storz, 2007). A su vez, PKD activa la cascada de IKK-NF-κB, induciendo la 
expresión de  la superóxido dismutasa dependiente de manganeso (MnSOD), que lleva a 
cabo la destoxificación de ROS (Storz y cols., 2004; Storz y cols., 2005). 
60
Introducción
2.3.3.- Extensión de las neuritas y diferenciación neuronal.
Existe un gran número de evidencias que sugieren que la PKD podría estar implicada 
en la extensión de neuritas y diferenciación neuronal. La primera de ellas es que el único 
sustrato fisiológico de PKD identificado hasta el momento, la proteína Kidins220,  se acumula 
en las extensiones de las neuritas, donde es transportada mediante un mecanismo dependiente 
de quinesina-1 (Iglesias y cols., 2000; Bracale y cols., 2007). Otra no menos importante es 
el hecho de que Kidins220 también identificada como ARMS, proteína transmembrana con 
dominios repetidos de anquirina, interacciona y es sustrato de receptores implicados en la 
supervivencia neuronal, guía axonal y morfogénesis tales como los receptores de efrinas 
y neurotrofinas (Kong y cols., 2001; Arevalo y cols., 2004; Chang y cols., 2004). Tanto 
los receptores de neurotrofinas como Kidins220 se localizan en regiones específicas de la 
membrana plasmática ricas en lípidos de baja densidad, zonas a las cuales se transloca  PKD1 
después de su activación (Cabrera-Poch y cols., 2004). Recientemente, también se ha puesto 
de manifiesto que Kidins220 posee en el extremo C-terminal dominios de interacción con 
proteínas PDZ, proteínas que participan en la organización de la sinapsis. 
2.3.4.- Motilidad, invasión y adhesión celular.
 PKD desempeña un papel esencial en los procesos de migración celular, invasión 
y adhesión celular. Por ejemplo, se ha comprobado que durante la migración de los 
fibroblastos se forman unas estructuras denominadas lamelipodios, que son extensiones de 
las células en las que se desplaza casi todo el citoplasma hacia la zona de avance. Este 
proceso requiere un transporte anterógrado de proteínas desde el trans-Golgi a la membrana 
plasmática, proceso en el que está implicado PKD (Prigozhina y Waterman-Storer, 2004). 
PKD también promueve el reciclamiento de las integrinas αvβ3, así como su reclutamiento 
para la formación de nuevas adhesiones focales que se requieren para la migración celular 
(Woods y cols., 2004). 
PKD también regula la invasión de los tejidos por células tumorales (Qiang y cols., 
2004). En el cáncer de mama, se ha demostrado que la invasión tiene lugar mediante rotura 
tisular, la célula tumoral emite una serie de prolongaciones denominadas invadopodias, 
donde tiene lugar una elevada degradación de las proteínas de la matriz extracelular, lo que 
facilita la invasión del tejido huésped. En estas estructuras PKD1 forma complejos con otras 
proteínas como la cortactina (proteína de unión a actina), la paxilina (sustrato de proteínas 
tirosina quinasas) y la proteína de adhesión focal (Bowden y cols., 1999). En el cáncer de 
próstata avanzado PKD modula la movilidad y la adhesión celular mediante la fosforilación 
de la cadherina E (Jaggi y cols., 2005).
2.3.5.- PKD en el sistema inmune.
 La proteína quinasa D también parece estar implicada en la respuesta inmune. Su 
presencia en células T y en células B (Matthews y cols., 2003),  junto con la detección de 
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Kidins220 en linfocitos T, con una distribución polarizada al igual que ocurre en neuronas, 
sugiere que ambos tipos celulares podrían compartir los mecanismos moleculares responsables 
de los procesos de migración y quimiotaxis (Riol-Blanco y cols., 2004).
Se ha demostrado que el entrecruzamiento de los receptores BCR y TCR, receptores 
de las células B y T respectivamente, induce la activación de PKD mediante un mecanismo 
dependiente de PLCγ y de la proteína tirosina quinasa Syk (Sidorenko y cols., 1996; Johannes 
y cols., 1999). En el caso de las células B, parece existir una regulación mutua entre PKD y el 
receptor BCR. La presentación antigénica produce la activación de PKD1 y su redistribución 
en la membrana plasmática (Matthews y cols., 2000). 
PKD también está implicada en la selección negativa de los timocitos (Bollag y cols., 
2004). En este estudio PKD fosforila a la histona deacetilasa de clase II HDAC7, induciendo 
la expresión de Nurr77 y apoptosis.  
2.3.6.- Regulación del transporte de proteínas desde el trans-Golgi a la membrana 
plasmática.
Las proteínas de membrana se sintetizan en los ribosomas adheridos al retículo 
endoplásmico, se transportan al Golgi, donde se termina el proceso de maduración, y una 
vez en el trans-Golgi (TNG) se distribuyen en diferentes vesículas en función de su lugar 
de destino. En células polarizadas existe una clasificación adicional dependiendo de sí las 
proteínas están destinadas a la membrana basolateral o a la cara apical. Existen numerosos 
trabajos que ponen de manifiesto que la PKD está implicada en el transporte de proteínas a 
la membrana plasmática, aunque en el caso de células polarizadas, parece que únicamente 
interviene en el transporte de las proteínas de la membrana basolateral. Diversos estudios 
funcionales han demostrado que las diferentes isoformas de PKD regulan el transporte a 
membrana de distintos tipos de vesículas, debido probablemente a que reconocen sustratos 
específicos (Yeaman y cols., 2004). Por ejemplo, la localización de Kidins220 en la membrana 
está regulada por PKD1 y PKD2 a través de un motivo de unión PDZ presente en el extremo 
C-terminal de ambas enzimas que no aparece en PKD3. En la posición -2 de dicha secuencia 
se encuentra el residuo Ser916, cuya autofosforilación o transfosforilación homóloga es 
esencial para la correcta localización de Kidins220 (Sanchez-Ruiloba y cols., 2006).
Según el modelo propuesto para la regulación del transporte de proteínas ejercido 
por PKD1, la enzima es reclutada al  trans-Golgi como consecuencia de un aumento local 
de los niveles de DAG y su fosforilación promueve la escisión de las vesículas de transporte 
(Jamora y cols., 1999; Liljedahl y cols., 2001; Ghanekar y Lowe, 2005). La activación de 
PKD en el TNG está mediada por subunidades Gβγ, parece ser que por los subtipos Gβ1γ2 
y Gβ3γ2. Estas subunidades activan a la PKCη, expresada en el TGN, que fosforila a PKD 
(Diaz Anel y Malhotra, 2005). En este caso, PKD1 permanece anclada al trans-Golgi y 
recluta diferentes efectores que forman un complejo que regula la generación de lípidos 
que promueven la escisión vesicular. Entre las enzimas que pueden estar implicadas se 
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encuentran la fosfatidilinositol 4-quinasa y la fosfatidilinositol 4-fosfato 5-quinasa cuya 
participación en el transporte a membrana y asociación a PKD1 han sido descritas (Hsuan 
y cols., 1998; Nishikawa y cols., 1998). Otra candidata es la diacilglicerol quinasa, cuya 
activación conduce a la formación de ácido fosfatídico, un lípido que induce la escisión de 
las vesículas (Schmidt y cols., 1999). 
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3.- LAS CéLULAS GLIALES.
3.1.- Tipos de células gliales y sus funciones.
 En el sistema nervioso central existen principalmente dos tipos celulares, las 
neuronas y las células de la glía, mucho más abundantes. Las células gliales se clasifican 
en macroglía, que a su vez se dividen en astrocitos y oligodendrocitos, y microglía. Existen 
dos tipos de astrocitos, los protoplásmicos o tipo 1, que poseen prolongaciones ramificadas 
y se encuentran principalmente en la sustancia gris dispersos entre los cuerpos neuronales, y 
los astrocitos fibrosos o tipo 2, localizados mayoritariamente en la sustancia blanca situados 
entre los axones mielinizados. Los astrocitos suelen tener entre cinco y ocho prolongaciones 
principales con ramificaciones más delgadas uniformemente distribuidas. Tanto el soma como 
las prolongaciones principales están enriquecidas en la proteína glial fibrilar ácida (GFAP), 
mientras que las ramificaciones más finas son GFAP negativas. Por ello, en las tinciones 
inmunocitoquímicas con un anticuerpo que reconoce a esta proteína, los astrocitos aparecen 
con forma estrellada a pesar de ser cúbicos o redondeados (Bushong y cols., 2002; Ogata 
y Kosaka). La distribución de los astrocitos en el sistema nervioso central presenta un alto 
grado de organización. Las células están muy separadas y no existe contacto alguno entre los 
somas ni entre las prolongaciones de diferentes astrocitos. De este modo, las sinapsis de una 
determinada región están controladas por un único astrocito. Además, la retina y el cerebelo 
poseen dos tipos especializados de células radiales denominados células de Müller y glía de 
Bergmann, respectivamente. 
Durante el desarrollo embrionario aparece, de manera transitoria, otro tipo de 
célula glial, la glía radial que es la responsable de guiar la migración de las neuronas recién 
formadas a sus localizaciones definitivas. Además, constituye la población más importante 
de progenitores primarios de las neuronas de la corteza cerebral, y probablemente también 
actúe como precursor neuronal en otras áreas cerebrales (Anthony y cols., 2004; Merkle 
y Alvarez-Buylla, 2006). En mamíferos, este tipo celular desaparece poco después del 
nacimiento y su papel como precursor neural es adoptado por otras células fenotípicamente 
similares a los astrocitos. 
 Respecto al origen de las células gliales, los astrocitos y oligodendrocitos son de 
origen neuroectodérmico, y al igual que las neuronas, se originan a partir de precursores 
neurales localizados en una región denominada zona ventricular situada en los laterales de 
los ventrículos cerebrales (Anthony y cols., 2004; Merkle y cols., 2004). En la figura 15, 
se muestra un esquema de las células precursoras neurales y su progenie en las diferentes 
etapas del desarrollo. Por el contrario, la microglía es de naturaleza mesodérmica, se forma 
en etapas tempranas del desarrollo embrionario a partir de precursores mieloides diferentes 
de los que originan los monocitos (Chan y cols., 2007).
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Los distintos tipos de células gliales también difieren en sus funciones. De manera 
esquemática, se podrían citar que los oligodendrocitos son los responsables de la mielinización 
en el sistema nervioso central, al igual que las células de Schwan en el sistema nervioso 
periférico, aunque existen oligodendrocitos que no mielinizan, llamados oligodendrocitos 
perineurales, algunos de los cuales constituyen una forma adulta del precursor de 
oligodendrocitos (Miller, 1996). La microglía posee capacidad fagocítica y desempeña un 
papel inmunoprotector. En condiciones fisiológicas, estas células chequean el medio que las 
rodea en busca de estímulos que alteren la homeostasis y responden rápidamente cuando 
detectan un daño neural, extendiendo sus prolongaciones hasta llegar a la zona dañada con 
el objetivo de aislarla (Davalos y cols., 2005). Por último, los astrocitos, objeto de estudio 
de esta Tesis Doctoral, desempeñan numerosas funciones tanto en condiciones fisiológicas 
como patológicas. En la tabla 4, se recogen las más importantes, que se desarrollarán más 
detenidamente en el siguiente apartado.
Figura 15.- Esquema de las células precursoras neurales y su progenie durante las 
diferentes etapas del desarrollo en el lóbulo temporal. En las primeras etapas del desarrollo, 
el sistema nervioso central es una estructura tubular formada por células neuroepiteliales, que 
se dividen de manera simétrica en la superficie de los ventrículos. Al mismo tiempo, empiezan a 
generarse las primeras neuronas. Durante el estado embrionario, las células neuroepiteliales se 
diferencian a glía radial. Estas células gliales  generan neuronas estriatales y oligodendrocitos 
y sirven de guía en la migración de los neuroblastos. En el periodo neonatal temprano, 
todavía persiste la glía radial a partir de la cual se forman neuronas, oligodendrocitos, células 
ependimales y astrocitos. En la etapa adulta, en la zona subventricular (SVZ), existen astrocitos 
con actividad mitogénica, que conservan algunas de las características de la glía radial y a partir 
de los cuales se generan oligodendrocitos y algunos tipos neuronales.
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En todos los tipos de células gliales, incluso en la glía especializada y en la glía 
radial, se ha detectado la presencia de algún componente del sistema purinérgico, bien 
receptores de nucleótidos, receptores de adenosina  y/o ectoenzimas, lo que confirma de 
nuevo la importancia de la señalización purinérgica en la fisiopatología del sistema nervioso 
(Burnstock, 2007). La identificación de los receptores de nucleótidos P2Y1 y P2Y2 en la glía 
radial, que parecen estar implicados en la propagación de las ondas de calcio, esenciales 
para la correcta migración y diferenciación de los progenitores neurales, junto con la 
ectonucleotidasa NTPDasa2 ha abierto nuevos horizontes en la señalización purinérgica 
(Weissman y cols., 2004; Mishra y cols., 2006).
3.2.- Importancia de los astrocitos en sistema nervioso.
Durante mucho tiempo, el estudio de las células gliales quedó relegado a un segundo 
plano, debido en parte a que como dijo Santiago Ramón y Cajal en 1911: “¿Cuál es la 
función de las células gliales en el sistema nervioso? La respuesta todavía no se conoce, pero 
el problema es aún más grave porque permanecerá sin resolver durante muchos años hasta 
que los fisiólogos descubran nuevos métodos para abordarlo”. De este modo, hasta hace 
poco tiempo los astrocitos fueron considerados meros elementos de soporte de la función 
neuronal. Efectivamente, son los responsables de mantener el pH y las condiciones iónicas 
adecuadas, proporcionan glucosa y otros metabolitos a las neuronas, al tiempo que retiran los 
productos de desecho, no sólo metabólicos, sino también de la neurotransmisión, liberados 
por las neuronas al medio extracelular. Pero, en las dos últimas décadas, se han producido 
descubrimientos sorprendentes que han puesto de manifiesto la enorme importancia de 
este tipo de célula glial, que lejos de ser un elemento pasivo, participa en muchas de las 
Funciones clásicas
Mantenimiento de la homeostasis del pH e iones
Suministro energético de las neuronas
Eliminación de sustancias tóxicas y de neurotransmisores
Síntesis de precursores de neurotransmisores 
Integridad de la barrera hematoencefálica
Nuevas funciones
Modulación de la sinapsis
Regulación de la sinaptogénesis
Regulación de la neurogénesis en cerebro adulto
Guía de los axones y migración neural
Implicación en procesos inflamatorios y de respuesta inmune
Modulación trófica de la reparación neural y regeneración axónica post-
trauma
Tabla 4.- Funciones de los astrocitos en condiciones fisiológicas y patológicas. La tabla está 
basada en la publicada por Ransom y cols. (2003) en Trends in Neurosciences.
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actividades cerebrales. Los astrocitos establecen un intercambio recíproco de información 
con las neuronas, controlan y modulan la actividad sináptica y parecen estar implicados en 
la sinaptogénesis.  
Los astrocitos, a diferencia de las neuronas, se han considerado células no excitables. 
La estabilidad de su potencial de membrana puede deberse a que poseen un elevado número 
de canales de K+. Sin embargo, frente a un determinado estímulo, estas células pueden 
comunicarse entre sí a través de las denominadas ondas de calcio. En un principio, se pensó 
que estas ondas se propagaban debido a la difusión de Ca2+ o de inositol 1,4,5-trifosfato a 
través de conexinas que conectan astrocitos adyacentes (Charles y cols., 1992). Sin embargo, 
posteriormente se observó que este tipo de comunicación podía producirse entre astrocitos 
no contiguos (Hassinger y cols., 1996), lo que sugirió que estaba mediada por una molécula 
extracelular, identificada poco después como el ATP (Arcuino y cols., 2002). Actualmente, se 
piensa que el ATP es liberado por un astrocito a través de conexinas y que éste a su vez actúa 
sobre los receptores P2Y de astrocitos próximos que se encuentren a una distancia de 300 - 
400 µm. Se piensa que estas señales de calcio podrían estar implicadas en el mantenimiento 
de la homeostasis del agua, en la regulación del flujo sanguíneo y en el paso de compuestos 
del metabolismo a través de la barrera hematoencefálica. Además de la propagación de las 
ondas de calcio, los astrocitos pueden sufrir oscilaciones espontáneas de la concentración 
de calcio intracelular, procedente de reservorios intracelulares, independientemente de la 
actividad neuronal y cuya función todavía no se conoce (Parri y cols., 2001; Nett y cols., 
2002).
3.2.1.- Regulación de la transmisión sináptica.
 Hasta hace muy poco tiempo se pensaba que en la sinapsis sólo participaban dos 
componentes, la neurona presináptica y la neurona postsináptica. Sin embargo, en las últimas 
décadas se ha demostrado que los astrocitos también participan activamente en la transmisión 
de la información nerviosa. De este modo, surgió el concepto de “sinapsis tripartita” (Araque 
y cols., 1999; Volterra y Bezzi, 2002).
Se ha puesto de manifiesto que los astrocitos expresan receptores para una amplia 
variedad de compuestos, como neuropéptidos, factores de crecimiento, endocannabinoides y 
neurotrasmisores (glutamato, adenosina, GABA, ATP, histamina, noradrenalina o acetilcolina) 
(Syed y cols., 2007; Zhang y Neufeld, 2007; Aguado y cols., 2006). Estos receptores 
pueden estar acoplados a diferentes vías de señalización y su activación genera diferentes 
tipos de respuestas. Por ejemplo, en rodajas de hipocampo la estimulación de eléctrica 
de las neuronas induce respuestas de calcio en los astrocitos en las que están implicados 
receptores de diferentes neurotransmisores (Porter y McCarthy, 1997; Shelton y McCarthy, 
2000; Araque y cols., 2002). Dicho incremento de la [Ca2+]i en los astrocitos depende de la 
actividad sináptica, los astrocitos del stratum radiatum no responden cuando la estimulación 
de las colaterales de Schaffer es de baja frecuencia, pero sí cuando la estimulación es de 
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alta intensidad. Además, la estimulación prolongada o repetitiva de estos axones provoca 
en los astrocitos una respuesta oscilatoria que depende de la frecuencia e intensidad de la 
estimulación. Estas oscilaciones pueden constituir el código mediante el cual se controla 
la liberación de glutamato por los astrocitos (Pasti y cols., 2001; Araque y cols., 2002). En 
algunas ocasiones, la actividad sináptica induce respuestas espacialmente restringidas. En 
la glía de Bergmann, la estimulación moderada de las fibras paralelas induce respuestas 
de calcio únicamente en determinados microdominios celulares, al igual que ocurre con 
las oscilaciones espontáneas de la concentración de calcio observadas en astrocitos de 
hipocampo (Grosche y cols., 1999; Nett y cols., 2002).
Recientemente, Perea y Araque, (2005) han demostrado que un mismo astrocito es 
capaz de discriminar entre diferentes vías aferentes. La estimulación de las colaterales de 
Schaffer glutamatérgicas inducen respuestas de calcio en los astrocitos a través de receptores 
mGluR, mientras que la estimulación del alveus, con proyecciones glutamatérgicas y 
colinérgicas, provocan dichas respuestas mediante receptores muscarínicos de acetilcolina. 
La estimulación simultánea de ambas vías induce una respuesta en los astrocitos diferente a la 
suma de las señales de calcio inducida por cada vía por separado, lo que indica que la respuesta 
de los astrocitos está modulada a la vez por sinapsis glutamatérgicas y colinérgicas. 
La comunicación neurona-glía es bidireccional. Al igual que las neuronas son capaces 
de modular la actividad de los astrocitos, éstos también regulan la actividad neuronal. Así, 
la estimulación de los astrocitos produce la despolarización de las neuronas adyacentes que 
en ocasiones generan potenciales de acción (Hassinger y cols., 1995; Araque y cols., 1999). 
Esta regulación está mediada por neurotransmisores liberados por la glía, principalmente 
glutamato y ATP. Estos “gliotransmisores” actúan tanto a nivel presináptico, inhibiendo 
o estimulando la liberación de neurotransmisores por las neuronas, como postsináptico 
(Koizumi y Inoue, 1997; Araque y cols., 1998; Koizumi y cols., 2003; Angulo y cols., 2004; 
Fellin y cols., 2004).
Los mecanismos implicados en la liberación de neurotransmisores por las células 
gliales no se conocen con detalle, aunque existen diversas hipótesis. Una de ellas propone un 
mecanismo de liberación exocitótico dependiente de calcio similar al descrito en neuronas, 
en el que podrían estar implicadas proteínas del complejo SNARE (Coco y cols., 2003; 
Kreft y cols., 2004; Zhang y cols., 2004; Bezzi y cols., 2004; Pangrsic y cols., 2007). Otros 
autores sugieren que la liberación de neurotransmisores podría tener lugar a través de canales 
aniónicos sensibles a la variación de volumen, conexinas o incluso a través receptores de 
nucleótidos (Mongin y Kimelberg, 2005; Ye y cols., 2003; Duan y cols., 2003; Fellin y cols., 
2006; Domercq y cols., 2006). Incluso el ATP se podría liberar de los lisosomas en respuesta 
a determinados estímulos (Zhang y cols., 2007).
Existen otros mecanismos indirectos mediante los cuales los astrocitos pueden 
modular la sinapsis. Entre ellos se encuentran la captación de glutamato de la hendidura 
sináptica a través de los transportadores de aminoácidos, la liberación de cofactores como la 
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D-Ser o el control de las condiciones iónicas (Bergles y cols., 1999; Miller, 2004; Newman, 
1996). En la figura 16 se esquematizan las diferentes vías de comunicación neurona-glía 
mediante las cuales los astrocitos regulan la actividad sináptica.
Por tanto, la comunicación neurona-glía es extremadamente compleja y no se limita 
a la interacción entre dos únicas células. En cerebro adulto, un solo astrocito puede contactar 
con más de 140.000 sinapsis. Además, debido a la propagación de las ondas de calcio, la 
información puede llegar a otras neuronas con las que no interacciona directamente.
Figura 16.- Esquema de los diferentes mecanismos propuestos de la regulación de 
la transmisión sináptica por los astrocitos. 1.- El glutamato liberado por las neuronas 
presinápticas activa a los receptores de glutamato expresados en la superficie de los astrocitos. 
2.- Como consecuencia, se produce un incremento en la concentración de calcio intracelular 
que induce la liberación de glutamato por los astrocitos. 3.- El glutamato activa receptores 
metabotrópicos de las neuronas presinápticas, regulando así la liberación del neurotransmisor. 
4.- Además, el glutamato activa receptores ionotrópicos de las neuronas postsinápticas, 
induciendo su despolarización. 5.- La estimulación de la glía también provoca la liberación de 
ATP que actúa sobre receptores purinérgicos de la superficie de las neuronas presinápticas. 
6.- El ATP también puede activar receptores P2Y presentes en otros astrocitos, propagándose 
así las ondas de calcio, que también pueden llegar a los astrocitos adyacentes mediante la 
difusión de IP3 a través de las conexinas (7). 8.- La activación de otros astrocitos, que liberan 
glutamato y ATP, permite la regulación de otras sinapsis alejadas. 9.- La glía también modula 
la transmisión sináptica mediante la regulación de las condiciones iónicas extracelulares o 
mediante la captura y retirada del glutamato de la hendidura sináptica (10). Esta figura se basa 
en la publicada por Newman (2003) en Trends in Neurosciences. 
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3.2.2.- Regulación de la microvasculatura cerebral.
Durante la actividad neuronal se produce un aumento local del flujo sanguíneo 
esencial para el correcto funcionamiento del cerebro (Bonvento y cols., 2002). Existen 
diversas hipótesis sobre cómo tiene lugar dicha regulación de la microvasculatura cerebral, 
proceso en el cual podrían estar implicados los astrocitos. Se ha postulado que los nucleótidos 
liberados por las neuronas provocan un incremento de la [Ca2+]i en las células gliales, que se 
propaga por el soma y las prolongaciones, estimulando la activación de la PLA2 implicada en 
la síntesis de sustancias vasodilatadores (ácido araquidónico, PGE2)  y/o vasoconstrictoras 
(20-HETE) (Zonta y cols., 2003; Mulligan y MacVicar, 2004), figura 17. Se ha descrito que 
un único astrocito es capaz de regular la actividad de cientos de sinapsis y a su vez establecer 
contacto directo con las arteriolas o capilares del cerebro. De este modo que se realiza un 
ajuste muy fino del aporte de nutrientes dependiendo del grado de actividad neuronal. En 
el final de las prolongaciones, donde se establece contacto directo entre los astrocitos y los 
endotelios, se ha detectado la presencia de receptores de nucleótidos, tipo P2Y2 y P2Y4, junto 
con la proteína conexina 43, lo que sugiere que podrían estar implicados en la regulación del 
flujo sanguíneo cerebral (Simard y cols., 2003).   
Figura 17.- Mecanismo de regulación de la vasculatura cerebral por los astrocitos. El 
glutamato liberado por la neurona presináptica activa receptores ionotrópicos de glutamato (R. 
Glu) de la neurona presináptica y receptores metabotrópicos (R. mGlu) en los astrocitos. El 
incremento de la concentración de calcio inducida por el neurotransmisor se propaga por toda la 
célula hasta llegar al extremo de las prolongaciones del astrocito. Como consecuencia de dicho 
incremento en la concentración de calcio, se produce la síntesis de sustancias vasodilatadoras 
y vasoconstrictoras que modulan el tono de la vasculatura cerebral. La figura ha sido obtenida 
de la revisión publicada por Parri y Crunelli (2003) en Nature Neurosciences.
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3.2.3.- Regulación de la sinaptogénesis.
 La capacidad de formar sinapsis es una propiedad intrínseca de las neuronas. Sin 
embargo, en las últimas décadas se han acumulado evidencias suficientes para sugerir que 
las células gliales, particularmente los astrocitos, podrían estar implicados en el proceso de 
sinaptogénesis. En primer lugar, existe una relación temporal entre la diferenciación de los 
astrocitos y la sinaptogénesis, los astrocitos se originan al final del período embrionario y 
en etapas postnatales tempranas, y la formación de la sinapsis tiene lugar en las primeras 
semanas postnatales, aunque el papel de las células gliales podría variar dependiendo de 
la etapa del desarrollo. Así, se ha observado que en cultivos de neuronas de hipocampo 
embrionarias se requiere la interacción astrocito-neurona para que se inicie la sinaptogénesis, 
mientras que dicho contacto no es necesario para la formación postnatal de la sinapsis entre 
las células de ganglio de retina (Ullian y Barres, 2002; Hama y cols., 2004). En este último 
modelo, el número de sinapsis se ve incrementado en presencia de los astrocitos, sin que la 
supervivencia neuronal o el número de dendritas se vean afectados (Ullian y cols., 2001).
Otro hecho que avala la participación de los astrocitos en la sinaptogénesis es que, 
al igual que la estructura de las dendritas se modifica como consecuencia de la actividad 
sináptica, también se ha observado que las prolongaciones de los astrocitos que rodean las 
sinapsis presentan una alta movilidad, mientras que aquellas que contactan con el soma de 
las neuronas o con los vasos sanguíneos permanecen inmóviles (Hirrlinger y cols., 2004).
Entre los factores solubles liberados por los astrocitos con actividad sinaptogénica 
se encuentran el colesterol, el TNFα, el factor de crecimiento neurotrófico dependiente de 
la actividad (ADNF), así como una proteína todavía no identificada denominada MARIA 
(muscarinic-acetilcholine-receptor inducing activity) y las trombospondinas (TPS-1 y 2) 
(Blondel y cols., 2000; Belmonte y cols., 2000; Gozes y Brenneman, 2000; Mauch y cols., 
2001; Goritz y cols., 2005). Estas últimas se expresan durante el desarrollo del cerebro, 
coincidiendo con el proceso de mayor actividad sinaptogénica, y su expresión desaparece en 
el adulto (Christopherson y cols., 2005). 
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4.- EL CEREBELO.
 El cerebelo constituye una de las zonas más importantes del cerebro. Está presente 
en todos los vertebrados, incluso en los más antiguos. Así, la lamprea posee un cerebelo 
primitivo consistente en una especie de protuberancia del cerebro. Durante la evolución se 
han ido formando cerebelos de formas y tamaños diversos, de forma general, ocupa entre la 
tercera y cuarta parte del volumen craneal. Sin embargo, el patrón en que se hallan ordenadas 
las neuronas y sus conexiones no ha variado. Este órgano desempeña un papel crucial en la 
ejecución de los movimientos delicados y en la coordinación motora, pero también participa 
en otras muchas funciones, como son la memoria a corto plazo, la cognición superior, 
planificación y realización de tareas, control de los impulsos, mantenimiento de la atención 
y en el habla. Además podría estar implicado en determinadas enfermedades, por ejemplo, 
en esquizofrenia y autismo.
4.1.- Anatomía e histología del cerebelo.
 Anatómicamente, el cerebelo se encuentra en la parte posterior e inferior de la base del 
cráneo, situado en el tronco del encéfalo apoyado sobre los pedúnculos cerebelosos (superior, 
medio e inferior), mediante los que se comunica con el cerebro, con la protuberancia anular 
y con el bulbo raquídeo. Está formado por una sucesión de láminas o folias que discurren de 
forma transversal al eje longitudinal del cuerpo (figura 18). 
 El cerebelo se encuentra dividido sagitalmente en tres lóbulos separados por dos 
fisuras profundas, el lóbulo anterior y el lóbulo posterior, separados por la fisura primaria, y 
el lóbulo flóculonodular, separado de las anteriores por la fisura posterolateral. Los lóbulos 
se encuentran divididos a su vez en lobulillos, numerados del I al X. Filogenéticamente, la 
zona más reciente evolutivamente del cerebelo es el lóbulo posterior o neocerebelo, muy 
desarrollado en primates, formado por los dos hemisferios cerebelosos que se encuentran 
Figura 18.- Localización del cerebelo respecto a otras estructuras del sistema nervioso 
central.
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separados transversalmente por dos surcos poco profundos que delimitan la porción central 
denominada vermis. A los hemisferios cerebelares llegan la mayoría de señales enviadas 
desde las áreas motoras de la corteza cerebral, mientras que la vermis recibe la mayor parte 
de las señales nerviosas procedentes de las áreas somáticas del cuerpo y desempeña un papel 
esencial en la integración de los mecanismos posturales y subconscientes. Esta última zona 
es, junto con el lóbulo floculonodular o arquicerebelo, la parte más antigua del cerebelo.
 Histológicamente, se distinguen dos zonas, la corteza cerebelosa, donde se localizan 
los somas de las neuronas y se establecen las sinapsis, y la sustancia blanca formada por los 
axones. Además, existen tres pares de núcleos profundos denominados dentado, fastigial e 
interpuesto, este último está formado a su vez por los núcleos globoso y emboliforme (figura 
19).
Figura 19.- Partes del cerebelo. La fisura primaria separa al lóbulo anterior (paleocerebelo) 
del posterior (neocerebelo), mientras que el lóbulo floculonodular (arquicerebelo) se encuentra 
separado de los dos anteriores por la fisura posterolateral. Otras fisuras poco profundas 
subdividen los lóbulos anteriores en varios lobulillos. Dos surcos longitudinales crean una franja 
central denominada vermis, que separa los dos hemisferios cerebelosos. Estos a su vez constan 
de una región intermedia y una región lateral externa. Además existen tres pares de núcleos 
profundos denominados núcleos dentado, interpuesto y fastigial. 
La corteza cerebelosa se divide en tres capas, que desde la superficie al interior se 
denominan molecular, intermedia o de células de Purkinje y granular, que contienen seis 
tipos de neuronas distintos, células de Purkinje, células granulares, células en cesta, células 
estrelladas, células de Golgi y células de Lugaro, así como células gliales, entre las que 
destacan la glía de Bergmann, microglía y oligodendrocitos (figura 20). 
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El número de neuronas del cerebelo es cinco veces superior al del cerebro. Las células 
de mayor tamaño e impresionantes son las células de Purkinje. Sus somas se organizan en 
fila en la parte más interna de la capa media. Estas neuronas se caracterizan por su gran árbol 
dendrítico, que le permite establecer un número de sinapsis veinte veces superior al de las 
neuronas de la corteza del cerebro.
La capa más interna, denominada capa granular, está formada por las neuronas 
granulares, que envían sus prolongaciones a la capa externa, o capa molecular, donde se 
bifurcan en forma de T. Las dos ramas discurren paralelas a los surcos del cerebelo, atravesando 
los árboles dendríticos de numerosas células de Purkinje. Dichas ramas transversales se 
denominan fibras paralelas y constituyen la estructura más característica del cerebelo. 
4.2.- Circuito neuronal de la corteza cerebelosa.
 La transmisión de la información en la corteza cerebelosa sigue un esquema básico, 
según el cual, las neuronas granulares reciben señales del exterior del cerebelo y, a su vez, 
estimulan a las células de Purkinje a través de múltiples sinapsis. Pero el resultado final 
viene determinado por otras células, que ejercen un control más fino de la transmisión de la 
información.
Figura 20.- Organización general de la corteza cerebelosa. El esquema muestra una 
circunvolución cerebelosa en sentido vertical. Se indican los principales tipos neuronales y 
las vías aferentes, así como su distribución y recorrido por las diferentes capas de la corteza 
cerebelosa.
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4.2.1.- Vías eferentes y aferentes.
Las neuronas de Purkinje constituyen la única vía eferente del cerebelo que envía 
información a otras zonas del encéfalo. A través de sus largas prolongaciones, mandan señales 
al interior de cerebelo, desde donde transmiten a otras partes del cerebro, principalmente a 
la corteza cerebral. 
Existen tres vías de entrada de información a la corteza cerebelosa (figura 21):
1.- Fibras musgosas.
 Las señales aferente procedentes del exterior son captadas por las neuronas granulares 
a través de las fibras musgosas, que están formadas por axones mielinizados procedentes 
de diferentes localizaciones extracerebelares como el tallo cerebral, la médula espinal y 
el encéfalo superior. En su ascenso envían colaterales a los núcleos profundos y llegan 
hasta la capa granular donde se ramifican y forman unas estructuras denominadas rosetas 
que quedan rodeadas por las terminaciones axónicas de las células de Golgi, con las que 
también establecen sinapsis en el soma, y las dendritas de las células granulares formando 
los glomérulos cerebelosos. Las neuronas granulares transmiten la información mediante 
las fibras paralelas. De cada célula emerge una prolongación eferente que llega a la capa 
externa de la corteza donde se bifurca en dos ramas que forman un ángulo recto respecto 
a la fibra de origen. Estas fibras cortan perpendicularmente a los árboles dendríticos de las 
neuronas de Purkinje, transmitiéndoles señales que incrementan su actividad. La activación 
de una neurona de Purkinje requiere la estimulación simultánea de un gran número de fibras 
musgosas, que desencadenan potenciales de acción sencillos y breves denominados espigas 
simples. 
2.- Fibras trepadoras.
Son axones mielinizados procedentes del núcleo de la oliva inferior, situado en la 
médula espinal. Ascienden por la capa molecular emitiendo colaterales hacia los núcleos 
profundos, y en menor medida a la capa granular. En la capa molecular cada fibra trepadora 
inerva a varias neuronas de Purkinje formando un plexo muy ramificado que se entrelaza 
con el árbol dendrítico de estas células con las que establece multitud de sinapsis. Una de las 
características de esta vía aferente es que un impulso enviado por una fibra trepadora genera 
en cada una de las neuronas de Purkinje con las que contacta un único potencial de acción 
complejo y de larga duración denominado espiga compleja.
 Las fibras trepadoras, al igual que las musgosas y paralelas, emplean como 
neurotransmisor el glutamato, aunque se ha descrito que algunas fibras musgosas podrían 
emplear acetilcolina. 
3.- Fibras monoaminérgicas.
Por un lado, los axones procedentes del locus coeruleus, que acceden al cerebelo y 
forman un plexo difuso en las tres capas de la corteza cerebelosa, liberan noradrenalina. Estos 
axones establecen sinapsis, entre otros elementos, con el soma de las células de Purkinje. Por 
otro lado, hasta la capa granular y molecular llegan fibras serotoninérgicas que proceden de 
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los núcleos del rafé.
4.2.2.- Conexiones intracorticales inhibitorias.
En el cerebelo existen cuatro tipos de interneuronas inhibitorias que son las 
responsables de que la actividad en la corteza cerebelosa no sea excesiva. Las células 
estrelladas y las células en cesta reciben señales excitatorias de las fibras paralelas, ellas 
a su vez establecen contacto con las neuronas de Purkinje a través de las cuales inhiben su 
actividad. Las células estrelladas establecen sinapsis principalmente con el árbol dendrítico 
de las neuronas de Purkinje, mientras que las células en cesta rodean con sus axones el soma 
y el segmento axónico inicial de las neuronas de Purkinje.
El tercer tipo de inteneurona inhibitoria son las células de Golgi, que están situadas 
en la capa granular, pero desarrollan un gran árbol dendrítico en la capa molecular donde 
establecen numerosos contactos excitatorios con las fibras paralelas. En la capa granular las 
terminaciones axónicas de estas interneuronas se extienden entre las neuronas granulares y 
les transmiten señales inhibitorias. Se piensa que esta interacción actúa como filtro de las 
señales procedentes de las fibras musgosas antes de que lleguen a las neuronas de Purkinje. 
Al igual que las células estrelladas y en cesta, las neuronas de Golgi son de naturaleza 
GABAérgica. Este neurotransmisor inhibe las corrientes mediadas por los receptores de 
NMDA presentes en las neuronas granulares y que son activados por el glutamato liberado 
Figura 21. Circuito de neurotransmisores de la corteza cerebelosa. En el esquema se 
muestran los diferentes neurotransmisores que participan en el circuito cerebeloso. El ATP podría 
coliberarse con otros neurotransmisores como GABA, glutamato, noradrenalina o serotonina.
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por las fibras musgosas (Armano y cols., 2000). A su vez este neurotransmisor excitatorio 
activa receptores mGluR2 presentes en las neuronas de Golgi provocando una disminución 
de la excitabilidad de estas neuronas (Watanabe y Nakanishi, 2003). Además, la activación 
de receptores metabotrópicos de glutamato presinápticos inhiben la liberación de GABA por 
las neuronas de Golgi (Mitchell y Silver, 2000).
Las neuronas de Lugaro constituyen el cuarto tipo de interneurona de la corteza 
cerebelosa. Estas células se localizan en la capa granular y reciben sinapsis procedentes de 
las fibras paralelas y de las colaterales axónicas de las neuronas de Purkinje. Sus axones se 
extienden horizontalmente antes de ascender hasta la capa molecular donde se ramifican 
mucho, estableciendo multitud de contactos sinápticos todavía no bien caracterizados.
4.3.- Nuevas funciones del cerebelo.
Durante mucho tiempo se consideró que la única función del cerebelo era ayudar a la 
corteza cerebral en el control y coordinación de los movimientos. Sin embargo, gracias a la 
aparición de técnicas que permiten la toma de imágenes cerebrales, se ha descubierto que el 
cerebelo humano se encuentra activo durante gran variedad de actividades que no guardan 
relación con el movimiento y que son controladas por diferentes regiones cerebelosas 
(Schmahmann, 2004; Allen y cols., 2005). Así, numerosos estudios han puesto de manifiesto 
que los estímulos táctiles inducen un incremento de la actividad en una extensa región del 
cerebelo mayor a la provocada cuando se lleva a cabo la tarea de coger y soltar un objeto 
(Heck y Sultan, 2002). 
En relación con el control del movimiento ejercido por el cerebelo, pero a un nivel 
superior, se ha comprobado que este órgano participa en el aprendizaje de tareas motoras a 
través del mecanismo conocido como “depresión a largo plazo” (LTD). Según este modelo, 
cuando se produce la excitación simultánea de las fibras paralelas y trepadoras se produce una 
depresión a largo plazo de las sinapsis entre las fibras paralelas y las neuronas de Purkinje y 
se atenúa el envío de información a los núcleos profundos del cerebelo (Hansel y cols., 2001; 
Linden, 2003). Esta depresión de la sinapsis es debida a la internalización de las subunidades 
GluR2 de los receptores de AMPA (Ito, 2002). 
Además, se ha comprobado que la lesión de determinadas áreas del cerebelo provocan 
alteraciones cognitivas y afectivas (Exner y cols., 2004), debido a la interrupción de los 
circuitos de comunicación con la corteza cerebral. Pacientes con alteraciones en el cerebelo 
presentan dificultades para distinguir sonidos similares, para realizar ciertas tareas verbales y 
son más propensos a cometer errores en pruebas de razonamiento espacial. Las alteraciones 
en la habilidad verbal parecen estar causadas por daños en el hemisferio derecho, mientras 
que alteraciones en la percepción espacial son causadas por daños en el hemisferio izquierdo 
(Hokkanen y cols., 2006).
El autismo y otras enfermedades similares pueden estar causadas por alteraciones 
cerebrales ocurridas durante las primeras etapas del desarrollo. Recientemente se ha 
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observado que en estos pacientes el cerebelo tiene un volumen mayor al habitual, lo que 
indica que existe una estructura anormal que sin duda afecta a los circuitos cerebelares-
cerebrales que provocan la aparición de dificultades en el aprendizaje (Herbert y Caviness, 
2006). Del mismo modo, en pacientes esquizofrénicos se han detectado alteraciones en la 
vermis.
En el caso de la ataxia espinocerebelar, las alteraciones en la coordinación van 
acompañadas de dificultades cognitivas. Éstas se deben probablemente a la ruptura de las 
vías aferentes y eferentes que existen entre el cortex prefrontal y estructuras subcorticales 
entre las que se encuentra el cerebelo (Alekseeva y cols., 2005). También pueden producirse 
retrasos en el aprendizaje en niños a los cuales se les ha extirpado un tumor de la fosa 
posterior (Grill y cols., 2004). 
Por todo ello, el cerebelo es objeto de estudio en la investigación de determinadas 
enfermedades y en el campo de la neurociencia conductual.
4.4.- El sistema purinérgico en cerebelo.
Hay numerosas evidencias que sugieren que el sistema purinérgico desempeña un 
importante papel en la neurotransmisión en el cerebelo. En los primeros estudios sobre la 
distribución de receptores de nucleótidos en sistema nervioso, se observo que el cerebelo, en 
especial las neuronas de Purkinje, era la región con mayor densidad de sitios de unión a [3H]
αβ-meATP (Bo y Burnstock, 1994; Balcar y cols., 1995). Además, se ha comprobado que 
las fibras noradrenérgicas procedentes del locus coeruleus, que establecen sinapsis con las 
neuronas de Purkinje, liberan ATP junto con dicha catecolamina (Nieber y cols., 1997). 
Posteriormente, diversos grupos hemos demostrado la presencia de diferentes 
componentes del sistema purinérgico en distintos tipos de células cerebelosas. En neuronas 
granulares, el ATP incrementa la liberación de aspartato y glutamato y se han detectado 
diversas enzimas implicadas en el metabolismo de nucleótidos, como son la ecto-5´-
nucleotidasa y la ecto-ATPasa (Merlo y Volonte, 1996; Zinchuk y cols., 1999). Nuestro grupo 
ha demostrado la existencia de sitios de unión de alta afinidad para el diadenosina tetrafosfato 
Ap
4
A en la capa granular (Rodriguez-Pascual y cols., 1997), así como la presencia de diversos 
receptores P2X y P2Y funcionales en las células de Purkinje, en las neuronas granulares  y 
en sinaptosomas de cerebelo (Mateo y cols., 1998; Hervas y cols., 2003; Sanchez-Nogueiro 
y cols., 2005; Hervas y cols., 2005; Ortega y cols., 2008). La expresión de subunidades P2X 
también ha sido descrita en otros tipos celulares de cerebelo, como son las células estrelladas 
y los astrocitos (Loesch y Burnstock, ; Soto y Rubio, 2001).
La expresión de los receptores purinérgicos en el cerebelo varía durante las distintas 
etapas del desarrollo (Xiang y Burnstock, 2005). En cultivos de neuronas de Purkinje 
neonatales, los incrementos de calcio inducidas por ATP están mediadas por un receptor 
compuesto por subunidades P2X2, probablemente por un heterómero P2X2/P2X6 (Garcia-
Lecea y cols., 1999). Sin embargo, en la etapa adulta el responsable de estas respuestas es un 
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heterómero P2X
4
/P2X
6
 (García-Lecea y cols., 2001).
 Esta tesis doctoral es continuación de los trabajos realizados por el grupo durante 
años anteriores, en los cuales demostraron que los astrocitos de cerebelo de rata coexpresan 
diferentes receptores P2Y, los receptores P2Y1, P2Y2/4 y P2Y6, así como un receptor 
metabotrópico, todavía no identificado, específico para Ap
5
A (Jimenez y cols., 2000; Jimenez 
y cols., 2002). Todos estos receptores están acoplados a la fosfolipasa C y pueden interaccionar 
entre ellos y con otros sistemas. De este modo, el EGF, el Ap
5
A y la adenosina potencian 
las respuestas de calcio inducidas por ATP a través de diferentes mecanismos (Jimenez y 
cols., 1998; Jimenez y cols., 1999). En el caso del dinucleótido y del factor de crecimiento, 
la potenciación podría estar mediada por la cascada de las proteínas ERKs (Delicado y cols., 
2005), mientras que el efecto de la adenosina podría deberse a la activación de la fosfolipasa 
C por las subunidades βγ liberadas de las proteínas Gs a las que se acopla el receptor A2B 
expresado en los astrocitos.
 Todos estos datos demuestran que el sistema purinérgico está presente en los 
diferentes tipos de células del cerebelo, incluidos los astrocitos, donde los nucleótidos son 
capaces de activar diversas cascadas de señalización. Por ello, decidimos profundizar en la 
caracterización de la señalización purinérgica en los astrocitos de cerebelo de rata, estudiando 
la presencia de nuevos receptores de nucleótidos, así como las cascadas intracelulares a las 
que están acoplados.
Objetivos2
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 Cuando se inició este trabajo de investigación estaba demostrado que en muchas 
de las acciones del ADP no estaba involucrado el receptor P2Y1. En plaquetas y en células 
C6 glioma, se comprobó que la inhibición de la adenilato ciclasa inducida por ADP estaba 
mediada por un receptor diferente, identificado posteriormente como el receptor P2Y12. A la 
clonación de este receptor le siguieron la de otros receptores metabotrópicos de nucleótidos 
pertenecientes a la misma subfamilia estructural, los receptores P2Y
13 
y P2Y
14.
 El receptor 
P2Y
13
, al igual que el receptor P2Y12, estaba acoplado a la inhibición de la adenilato 
ciclasa a través de proteínas Gi/o. El cerebelo, concretamente la materia blanca, era una de 
las zonas donde se había detectado la presencia de un receptor de ADP acoplado a una 
proteína Gi. Por otra parte, los astrocitos de cerebelo poseían todos los elementos de la 
cascada de señalización del sistema adenilato ciclasa, que podía ser activada por receptores 
β-adrenérgicos y receptores de adenosina tipo A2B. Ésto nos llevó a cuestionarnos si alguno 
de los nuevos subtipos de receptores de nucleótidos se estarían expresando en los astrocitos 
de cerebelo (objetivos 1 y 2). 
 Durante el desarrollo de estos primeros objetivos, varios grupos pusieron de manifiesto 
la presencia del receptor ionotrópico P2X
7
 en diferentes preparaciones del sistema nervioso. 
Este receptor presentaba unas características particulares que lo diferenciaban del receptor 
P2X
7
 expresado en el sistema inmune o en las glándulas salivares. Teniendo en cuenta que 
este subtipo de receptor se activa únicamente a concentraciones elevadas de ATP, en el rango 
milimolar, y el papel neuroprotector de los astrocitos nos planteamos si  se expresaba en 
nuestro modelo celular (objetivos 3-5). 
 Por todo ello, nos planteamos los siguientes objetivos:
  1.- Analizar si los astrocitos de cerebelo de rata expresan, junto con el 
receptor P2Y1, algún subtipo de receptor P2Y específico de ADP acoplado a la inhibición de 
la adenilato ciclasa mediante proteínas Gi/o.
  2.- Caracterizar las cascadas de señalización activadas por los receptores de 
ADP expresados en los astrocitos de cerebelo.
  3.- Analizar la expresión y distribución de las diferentes subunidades de los 
receptores P2X en los astrocitos de cerebelo.
4.- Caracterizar funcionalmente de los receptores P2X detectados, centrándonos 
en el receptor P2X
7
.
  5.- Estudiar las cascadas de señalización activadas por el receptor P2X
7
 y sus 
posibles implicaciones fisiológicas.
 

Materiales y Métodos3
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1.- MATERIALES.
1.1.- Material biológico.
 Para los cultivos de astrocitos de cerebelo se utilizaron ratas Wistar de siete días, 
machos o hembras indistintamente, de la misma camada. Los cerebelos se obtuvieron 
mediante decapitación del animal y disección del cerebro. Inmediatamente se introdujeron 
en una solución salina estéril (Medio de aislamiento) y se inició el cultivo. 
Todos los experimentos se llevaron a cabo de acuerdo a la normativa del International Council 
for Laboratory Animal Science (ICLAS).
1.2.- Instrumentación.
General.a) 
En todas las etapas preparativas se utilizaron:
Balanzas de precisión AND ER-60 y granatario AND de los modelos FX •	
2000 y EW 300.
Agitadores magnéticos Agimatic-S de Selecta y Labinco y orbitales •	
Luckham 802.
pHmetro Crisson 2001.•	
Pipetas automáticas Gilson y Eppendorf.•	
Los medios de cultivo, tampones y disoluciones se prepararon en agua desionizada 
de alta calidad y pureza obtenida con un equipo de filtración Milli-RO/Milli-Q Water 
Purification System de Millipore. En los casos en los que se requería conservación en frío se 
utilizaron frigoríficos de la casa Liebehrr.
Para la conservación de muestras y compuestos se dispuso de congeladores a –20ºC 
de la casa Liebehrr y a –80ºC de Forma Scientific.
Las centrifugaciones se llevaron a cabo en centrífugas de mesa Heraeus Biofuge pico 
y microfugas Eppendorf modelo 5415 D.
Las incubaciones que requirieron determinadas condiciones de temperatura se 
realizaron en baños Tectron Bio de Selecta, E10 de Lauda, TW2.03 de Elmi, agitadores 
termostatizados para placas de Elmi modelo ST-3 y termomezclador modelo Thermomixer 
compact de Eppendorf.
Cultivos celulares.b) 
La obtención de astrocitos de cerebelo y la manipulación de los cultivos se realizó 
en condiciones de esterilidad bajo campanas de flujo laminar vertical Gelaire, modelos 
Twin 30 y TC 48 de Cultek. Los cultivos celulares se mantuvieron en un incubador Heraeus 
modelo B 5060 EK con flujo controlado de CO2 al 5% y temperatura constante de 37ºC. La 
purificación de los cultivos primarios de astrocitos se llevó a cabo mediante agitación en un 
agitador orbital de Labotrom en condiciones controladas de temperatura.
En el sembrado y manejo de las células se emplearon:
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Pipetas de aspiración FastPette de Labonet.•	
Pipetas estériles de plástico de 10 mL de Costar.•	
Frascos de cultivo de 75 cm•	 2 de tapón ventilado con filtro de 0,2 µm de 
Falcon.
Placas de cultivo de 35 y 100 mm, placas multipocillos de 24 y 6 pocillos •	
suministradas por Costar y Falcon.
Cubreobjetos de 15 mm y 12 mm de diámetro de Deckgläser.•	
Para contar las células se utilizó una cámara de Neubauer y un microscopio óptico 
Leitz HM-LUX 3. La observación de los cultivos se realizó en un microscopio de contraste 
de fase Wilovert (Will).
Para la obtención y lavado de las células se empleó una centrífuga de mesa refrigerada 
de baja velocidad Omnifuge modelo 2.0 RS de Heraeus.
La esterilización de los medios de cultivo se llevó a cabo por filtración usando 
membranas AcroCap de 0.2 µm de tamaño de poro (Gelman Sciences) con la ayuda de una 
bomba peristáltica Millipore o con filtros Millex-GS (Millipore) de 0.22 µm empleando una 
jeringuilla de 25 mL.
Los materiales de cultivo y disección se esterilizaron en un autoclave Autotester-G 
de Selecta.
RT-PCR.c) 
El equipamiento utilizado en estos experimentos fue:
Termociclador de Applied Biosystems modelo GeneAmp PCR System •	
2400.
Cubetas de electroforesis submarina modelo Hoefer HE 33 con su •	
correspondiente fuente de alimentación de Amersham Pharmacia.
La visualización de los geles se realizó en un transiluminador UV de •	
Spectroline.
La adquisición de imágenes se llevó a cabo con el sistema Fluor-S •	
Multimager de Bio-Rad.
Las d) determinaciones radiométricas se realizaron en un contador de 
centelleo líquido Beckman modelo LS 3801.
Determinaciones fluorimétricas.e) 
Los equipos empleados fueron:
Para las medidas de calcio libre citosólico en poblaciones celulares, un •	
fluorímetro Perkin Elmer LS 55 controlado por un ordenador Nech Pentiun II y termostatizado 
con un baño Braun modelo Frigomix U.
En las determinaciones de calcio citosólico en células individuales se •	
utilizó un microscopio de epifluorescencia NIKON TE-200 acoplado a una cámara ORCA-
ER C 47 42-80 de Hamamatsu. Las células se visualizaron con un objetivo Nikon Plan 
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Fluor 20X/0.5. Las células se excitaron con luz a 340 nm y a 380 nm seleccionadas con una 
rueda de filtros Lambda 10-2 de Sutter Instrument Co. Todo el equipo está controlado por el 
software Metafluor 6.2r & PC software (Universal Imaging Corp, Cambridge, UK).
Inmunocitoquímica.f) 
Para la observación de las preparaciones inmunocitoquímicas se utilizó un microscopio 
de fluorescencia NIKON TE-200 equipado con una lámpara de Xenon de 75 W de Nikon y 
acoplado a una cámara Kappa modelo DX2. La visualización de las células se realizó con 
un objetivo de inmersión de aceite 60X1.4. Todo el sistema se controla a través del software 
Kappa Image Base Control. Las imágenes se procesaron posteriormente con los programas 
Lucida 3.0 (Kinetic imaging) y Paint Shop Pro 8.0 (Jasc Software).
Experimentos de inmunotransferencia (Western Blot).g) 
Los equipos utilizados fueron:
El sistema Mini-Protean 3 de Bio-Rad para la electroforesis.•	
La transferencia se llevó a cabo en los sistemas Mini Trans-Blot •	
Electrophoretic Transfer Cell o Semi-Dry Electroforetic Transfer Cell de Bio-Rad.
El revelado de las membranas, así como la cuantificación de las bandas se •	
realizó en el sistema Fluo-S Imager de Bio-Rad.
1.3.- Reactivos.
Tabla 5.- Reactivos utilizados. Primera parte.
Categoría y uso Reactivo Casa comercial
Cultivos de astrocitos
Aislamiento
Antibióticos
Mantenimiento
BSA
Tripsina, Inhibidor de tripsina y DNasa I
Penicilina/Estreptomicina, Kanamicina y 
Anfotericina
DMEM, Suero bovino fetal y Tripsina-EDTA
Roche
Sigma
Cultek
Invitrogen
Experimentos de PCR
Extracción de RNA
Geles
RT-PCR
Inhibidores de RNasa
RNeasy Mini Kit
Kit DNA free
Agarosa D5
SYBR-Gold
TaqMan RT reagents y TaqGold DNA 
polimerasa
DEPC y Rnase-Zap
Qiagen
Ambion
Pronadisa
Molecular Probes.
Applied Biosystems
Sigma
Determinación de AMPc Cyclic AMP (
3H) assay system
cAMP (125I) biotrak assay system
Amersham
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Tabla 5.- Reactivos utilizados. Segunda parte
En general, cualquier otro compuesto no especificado en la tabla 5 fue suministrado 
por Merck o por Sigma.
El anticuerpo que reconoce a la PKD fosforilada en el residuo Ser916 y el utilizado para 
la detección de Kidins220 proceden del laboratorio de la Dra. Teresa Iglesias del Instituto 
de Investigaciones Biomédicas Alberto Sols de Madrid. Todos son anticuerpos policlonales 
obtenidos de conejo.
Categoría y uso Reactivo Casa comercial
Fluorimetría
Sonda fluorescente de calcio Fura-2 AM Molecular Probes
Farmacología
Agonistas y antagonistas purinérgicos.
Toxinas, inhibidores de proteínas de 
señalización
ATP, ADP, UTP, 2MeSADP, y BzATP,
PPADS, MRS-2179, 2MeSAMP y BBG
PTX, PP2, PDBu, Gö 6850, U-73122 y U-0126
Sigma/Tocris
Calbiochem
Inmunocitoquímica
Fijación y bloqueo
Anticuerpos primarios
Anticuerpos secundarios
Montaje
p-formaldehido, suero de cabra, suero de burro, 
Tritón X-100 y BSA
Anticuerpos frente a P2Y y P2X (conejo)
Anti-GFAP (conejo)
Anti-IgG de ratón-FICT (cabra) y anti-IgG de 
conejo-TRICT (cabra)
Anti IgG de ratón-FICT (burro) y anti-IgG de 
conejo-CyTM3 (burro)
Medio Prolong antifade
Sigma
Alomone/Chemicon
Sigma
Sigma
Jackson Inmuno Research
Molecular probes
Inmunotransferencia
Electroforesis y transferencia
Bloqueo y lavados.
Anticuerpos primarios
Anticuerpos secundarios
Revelado 
Persulfato amónico, bis-acrilamida, SDS, 
Temed, Glicina, patrones de peso molecular 
conocido y β-mercaptoetanol
Tris y azul de bromofenol.
Metanol
Membranas de PVDF
BSA y Tween-20
Anti-p-ERK (E-4) y anti-ERK2 (D-2) (ratón)
Anti-PKCµ (D-20) (conejo)
Anti p-PKD (Ser 744/748) (conejo)
Anti-GADPH (ratón)
Anti-IgG de ratón-HRP (cabra)
Anti-IgG de conejo-HRP (burro)
Reactivo ECL
Bio-Rad
Merck
Carlo-Erba
Amersham
Sigma
Santa Cruz Biotech
Santa cruz Biotech
Cell signalling
Ambion
Santa cruz Biotech
Amersham
Pierce
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2.- MéTODOS.
2.1.- Aislamiento y cultivo de astrocitos cerebelosos tipo I.
2.1.1.- Obtención de células de cerebelo.
Las células de cerebelo se obtuvieron a partir de ratas Wistar de 7-8 días de edad 
según el método descrito por Dutton y cols. (1981)
Grupos de 6 ratas de la misma camada se 
sacrificaron por decapitación. Los cerebelos, una 
vez localizados, se extrajeron con unas pinzas 
de microdisección estériles e inmediatamente 
se sumergieron en medio de aislamiento 
atemperado a 37ºC y se trasladaron a una 
campana de flujo laminar.
Después de eliminar los capilares, 
restos de las meninges y de materia blanca, los 
cerebelos se disgregaron con unas tijeras de 
microdisección y se dispersaron cuidadosamente 
en 10 mL de medio de tripsinización (medio de 
aislamiento suplementado con 0,25 mg/mL de 
tripsina) con ayuda de una pipeta pasteur estéril. 
Se dejó actuar la tripsina durante 10 minutos 
a 37ºC, realizando cuatro pases por la pipeta 
Pasteur cada 5 minutos de incubación. Una vez transcurridos los 10 minutos se adicionó la 
solución de parada (0,25 mg/mL de inhibidor de tripsina de haba y 10 UI/mL de DNasa 
I en medio de aislamiento) y se centrifugó a 65 x g durante 1 minuto en una centrífuga de 
mesa de baja velocidad. El sobrenadante se retiró cuidadosamente y se volvió a centrifugar. 
Cada uno de los sedimentos obtenidos se resuspendió en 1 mL de medio de trituración (1,5 
mM MgSO
4
 (3 mM final), 0,25 mg/mL de inhibidor de tripsina y 250 UI/mL de DNasa I en 
medio de aislamiento), se aunaron y finalmente la suspensión celular se disgregó haciéndola 
pasar 10 veces a través de tres pipetas Pasteur de vidrio con el diámetro de la punta cada vez 
más pequeño. Posteriormente se adicionó medio de aislamiento y se centrifugó a 150 x g 
durante 10 minutos a 20ºC. El sedimento se resuspendió en DMEM y se procedió a contar 
el número de células. 
2.1.2 Determinación del número de células y de la integridad celular.
El contaje se realizó en un hemocitómetro de Neubauer. Para ello, se llevó a cabo una 
dilución 1:10 de la suspensión celular en DMEM (20µl de células en 200 µl). Una alícuota 
de esta dilución se mezcló con otra igual de Azul Tripán (1:1 v/v) y se colocó en la cámara 
Tabla 6.- Medio de aislamiento
NaCl 130 mM
KCl 4 mM
Na2HPO4 10 mM
Hepes 10 mM
Glucosa 15 mM
MgSO4 1,5 mM
BSA 50 µM
Penicilina 50 U/ml
Estreptomicina 50 µg/ml
pH 7.4
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de Neubauer para su contaje en un microscopio óptico. Las células viables son aquellas en 
las que no se produce entrada de colorante, contándose por tanto sólo las células no azules. 
El Azul Tripán se preparó al 0,5% en NaCl 138 mM y KH2PO4 48,5 mM (isoosmótico), se 
hirvió y cuando se enfrió se ajustó el pH a 7,2-7,3 con NaOH 1N. Normalmente la viabilidad 
de las células superó el 95%.
La estimación del número de células/mL se realizó mediante la siguiente igualdad:
Nº de células = nº de células contadas x 104 x dilución
Compuesto mg/L Compuesto mg/L
Aminoácidos
L-Arginina.HCl
L-Cisteina.2HCl
L-Fenilalanina
Glicina
L-Glutamina
L-Histidina.HCl.H2O
L-Isoleucina
L-Leucina
L-Lisina.HCl
L-Metionina
L-Serina
L-Treonina
L-Triptófano
L-Tirosinadisodio.2H2O
L-Valina
84
63
66
30
584
42
105
105
146
30
42
95
16
104,18
94
Vitaminas
Cloruro de colina
Ácido fólico 
i-inositol
Niacinamida
D-calcio-Pantotenato
Piridoxal.HCl
Riboflavina
Tiamina.HCl
4
4
7,2
4
4
4
0,4
4
Sales inorgánicas
NaCl
KCl
CaCl2
MgSO4
NaH2PO4.H2O
Fe(NO3)3.9H2O
NaHCO3
6400
400
200
97,67
125
0,1
3700
Compuesto mg/L
Otros componentes
D-glucosa
Piruvato sódico
Rojo de Fenol
1000
110
15
Tabla 7.- Composición del medio de cultivo DMEM (medio de Eagle modificado por Dubelco).
2.1.3.- Cultivo primario enriquecido en astrocitos cerebelosos tipo 1.
Después del contaje las células se resuspendieron en medio de cultivo DMEM 
suplementado con 10% de suero fetal bovino, 30 mM de glucosa, 100 UI/mL de penicilina, 
100 µg/mL de estreptomicina, 100 µg/mL de kanamicina y 2,5 µg/mL de anfotericina y 
se sembraron en botellas de cultivo de 75 cm2 de tapón ventilado a una densidad de 6x106 
91
Materiales y Métodos
células/botella (8x104 células/cm2). El cultivo se mantuvo en un incubador con atmósfera 
controlada de CO2 al 5%, saturada de humedad y a temperatura constante de 37ºC durante 
10-12 días, remplazando el medio cada 2-3 días.
En estas condiciones las neuronas cerebelosas no sobreviven y sólo lo hacen los 
astrocitos y otras células gliales que se dividen hasta alcanzar la confluencia, momento en 
el que dejan de dividirse, enriqueciéndose el cultivo en este tipo celular. Para purificar los 
astrocitos tipo 1 adheridos a las botellas de cultivo, se sometieron a agitación orbital a 250 
rpm durante 18 horas a 37ºC según el método descrito por McCarthy y de Vellis (1980). 
Finalizado el periodo de agitación se retiró el medio de cultivo que contenía las células 
no viables, microglía y astrocitos tipo 2, quedando adheridos a la superficie de cultivo 
únicamente los astrocitos tipo 1.  Las células se utilizaron durante los siguientes cinco días.
2.1.4.- Pasaje de astrocitos cerebelosos.
El pasaje de las células se realizó 
mediante tratamiento con tripsina. En primer 
lugar se retiró el medio de las botellas de cultivo, 
se lavaron con 10 mL de Locke de lavado dos 
veces. A continuación se añadieron 3 mL de 
una solución de tripsina-EDTA (Sigma) diluida 
2:1 en Locke de lavado y se dejó actuar a 37ºC 
durante 2 minutos, transcurridos los cuales se 
observaron las células al microscopio, si los 
astrocitos habían comenzado a redondearse y 
a desligarse de la botella se daban unos golpes 
enérgicos para favorecer la separación total de 
las células. La acción de la tripsina se detuvo 
mediante la adición de 5 mL de suero fetal 
bovino. En el caso de que las células no hubieran comenzado a levantarse de la botella se 
llevaban de nuevo al incubador, se esperaba 1 minuto más y se repetía el proceso. La tripsina 
no debe dejarse actuar más de 5 minutos ya que puede producirse una proteolisis excesiva 
que provoque daño y muerte celular. 
Después las células se recogieron en un tubo cónico, se lavaron las botellas con 10 mL 
de Locke de lavado y se centrifugaron a 150 x g durante 10 minutos a 20ºC. El sobrenadante 
se eliminó y el sedimento se resuspendió en medio de cultivo, se llevó a cabo el contaje de 
las células y se sembraron a diferentes densidades y en distintos soportes, placas de 10 cm, 
placas multipocillo, cubreobjetos… según el experimento que se fuera a realizar.
Tabla 8.- Locke de lavado
NaCl 154 mM
KCl 5,6 mM
NaHCO3 3,6 mM
Glucosa 5,6 mM
HEPES 5,0 mM
Penicilina 50 UI/mL
Estreptomicina 50 µg/mL
pH 7,4
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2.2 Análisis de RNAm en astrocitos tipo 1 de cerebelo.
2.2.1.- Extracción de RNA.
Los extractos de RNA total se obtuvieron a partir de astrocitos sembrados en placas 
petri de 10 cm de diámetro a una densidad de 4x106 células/placa. Dos días más tarde, 
cuando las células habían alcanzado la confluencia, se procedió a la extracción del RNA total 
mediante el protocolo descrito en el kit RNeasy Kit de Quiagen, basado en la capacidad de 
unión del RNA a una columna de gel de sílice en presencia de una elevada concentración 
de sales. Las células se levantaron con raspadores celulares estériles y se emplearon 600 µl 
de tampón desnaturalizante (contiene isocianato de guanidina y β-mercaptoetanol, 10 µl/
mL) para obtener el lisado celular. Posteriormente, para lograr una mejor homogeneización 
y disminuir la viscosidad del lisado, éste se pasó varias veces a través de agujas estériles 
de tamaño 20-G (0,9 mm de diámetro). A continuación, se añadió un volumen igual de 
etanol, para conseguir las condiciones óptimas de unión, y las muestras se centrifugaron a ≥ 
8000 x g en columnas que contenían una membrana de sílica gel a la que las moléculas de 
RNA mayores de 200 nucleótidos se unen por adsorción. Por tanto los RNA 5,8S, 5S y de 
transferencia quedaron en el eluído. 
Después de cada extracción y de forma rutinaria las muestras de RNA se trataron 
con DNasa, de acuerdo con el Kit DNA-free (Ambion), durante 30 minutos a 37ºC, para 
eliminar la contaminación del RNA con DNA genómico. A continuación se añadió el reactivo 
de inactivación de DNasa y se centrifugó a 10.000 x g recogiéndose el sobrenadante que 
contiene el RNA.
2.2.2.- Cuantificación de RNA.
La cuantificación del RNA se realizó mediante el método fluorimétrico de gran 
sensibilidad, que emplea el reactivo RiboGreenTM (RNA Quantitation Reagent, Molecular 
Probes). El RiboGreen unido al RNA tiene el máximo de excitación en torno a los 500 nm 
y el de emisión aproximadamente a 525 nm y permite una cuantificación de hasta 1ng/mL 
de RNA.
2.2.3.- Experimentos de RT-PCR.
El cDNA se sintetizó a partir de 0,5-1 µg de RNA total usando la transcriptasa inversa 
MultiScribe  (Applied Biosystem). En un volumen final de 25 µl por tubo se añadieron al 
tampón de reacción: 1,25 U/mL de transcriptasa inversa, 2,5 µM oligo(dT)
16
, 0,5 U/ µL de 
inhibidor de RNAsa, 5,5 mM MgCl2, la mezcla de dATP/dCTP/dGTP/dUTP (0,5 mM cada 
uno). Después de 10 minutos de incubación a 37ºC con los cebadores de oligodT, la reacción 
de transcripción inversa (RT) se realizó durante 30 minutos a 48ºC seguido de 5 minutos a 
95ºC para inactivar la enzima.
Para cada muestra de RNA se llevó a cabo, de forma paralela, una reacción de RT en 
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ausencia de la enzima transcriptasa inversa para evaluar el grado de la contaminación por 
DNA genómico.
Del producto de cada reacción de RT se emplearon 2-5 µl para las reacciones 
de PCR. En éstas, se utilizaron la polimerasa Ampli Taq Gold (Applied Biosystems) y 
oligonucleótidos específicos de cada uno de los receptores de nucleótidos a evaluar (tabla 9). 
Para cada reacción de PCR, se llevó en paralelo un control sin cDNA molde y un segundo 
control con el producto obtenido en las reacciones de RT en ausencia del enzima. Como 
controles positivos de la expresión de los receptores P2Y12, P2Y13 y P2Y14 se utilizaron 
productos de RT obtenidos de plaquetas, bazo e hipocampo, respectivamente. En el caso de 
las subunidades P2X, como control positivo se empleó RNA obtenido de cerebelo completo. 
Las condiciones de amplificación fueron 40X (40s a 95ºC, 30s a 60ºC y 45 s a 72ºC).
La visualización e identificación  de 
los productos de PCR se determinó mediante 
electroforesis en geles de agarosa (1-2%) en 
tampón TAE (Tris-EDTA). Las bandas se 
visualizaron tras la tinción de los geles con 
SYBR Gold en un transiluminador. 
Oligonucleótido sentido Oligonucleótido antisentido pb
P2Y1 CATTCTTTATTTCTTGGCTGGAGAT GAGTCATTTCTTCACTCTTGGATTGTA 100 
P2Y12 CAGGTTCTCTTCCCATTGCT CAGCAATGATGATGAAAACC 674 
P2Y13 TACCTCAAGAACACTCTGGTGGCAGAC TTCACGGATGATGGCGTTGCCTCCTTGTT 321
P2Y14 TGTCTGCCGTGATCTTCT GGGTCCAGACACACATTG 589
P2X1 TTCCTCTATCACAAGATTCAAACAC GCAAAiCTGAAGTTGTAiCCTGG 229 
P2X2 TTCACATTTGATCAGGACTCTGAC GCAAAiCTGAAGTTGTAiCCTGA 250 
P2X3 TTGAGGGTAGGGGATGTGGT GCTGATAATGGTGGGGATGA 326 
P2X4 TTCATTTACAATGCTCAAACGGAT GCAAAiCTGAAGTTGTAiCCAGG 250 
P2X5 TTCCACTTCAGCTCCACAAATCTC GCAAAiCTGAAGTTGTAiCCAGA 232 
P2X6 CTGTGGGATGTGGCTGACTT TCAAAGTCCCCTCCAGTCAT 484 
P2X7 TTCACCTTTCACAAGACTTGGAAC GCAAAiCTGAAGTTGTAiCCAGG 232 
Tabla 9.- Secuencia de las parejas de oligonucleótidos cebadores empleados en la amplificación 
de los receptores P2Y y de las subunidades P2X.
Tabla 10.- Tampón TAE.
Tris-acetato 0,04 M
EDTA 0,001 M
pH 8,3
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2.3.- Determinaciones fluorimétricas de calcio.
 Estas medidas se realizaron empleando la técnica descrita por Grynkiewicz y cols. 
(1985), basada en el uso de la sonda fluorescente Fura-2, dicho indicador es un compuesto 
polianiónico hidrofílico que une específicamente Ca2+. En los ensayos se utilizó la forma 
acetoximetil éster Fura-2 AM, que puede atravesar la membrana plasmática debido a su 
naturaleza hidrofóbica. Una vez en el citosol el enlace éster es hidrolizado por esterasas 
inespecíficas de modo que el Fura-2 ácido se libera y queda confinado en el citosol. La forma 
ácida de la sonda es la que tiene capacidad para unirse a calcio, la formación de este complejo 
da lugar a la emisión de fluorescencia con el máximo registrado a 510 nm al tiempo que se 
produce el desplazamiento del espectro de excitación de 380 nm a 340 nm (figura 22).
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Figura 22.- A.- Estructura de la sonda fluorescente Fura-2. B.- Espectros de excitación 
de la sonda para Ca2+ Fura-2. La longitud de onda de excitación máxima se desplaza hacia 
el UV al unirse a Ca2+. En una longitud de onda intermedia las formas Fura-2 y Fura-2/Ca2+ 
contribuyen igual y no existe cambio de fluorescencia al variar [Ca2+]i (punto isosbéstico).
2.3.1.- Determinación microfluorimétrica de la concentración de calcio libre intracelular, 
[Ca2+]i, en astrocitos individuales.
Los astrocitos se sembraron el día anterior en cubreobjetos redondos de vidrio de 15 
mm de diámetro a una densidad de 30.000 células/cm2. Para lograr la entrada de la sonda 
fluorescente en las células, éstas se incubaron con 5-7 µM de Fura-2 /AM, durante 45 minutos 
a 37ºC, en la solución salina Locke normal suplementado con 1mg/mL de albúmina de 
suero bovino (BSA). Transcurrido ese tiempo el cargado de las células se paró al sacar los 
cubreobjetos de la solución con Fura-2 e introducirlos en Locke normal con BSA.
Para realizar el ensayo los cubreobjetos se sellaron con grasa de vacío (hidrófoba) en 
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la parte inferior de una cámara de perfusión de 
metacrilato de un volumen de 34 µl. La cámara 
se colocó en la platina de un microscopio 
de epifluorescencia y se conectó mediante 
tubos de silicona a la entrada y salida de las 
soluciones de perfusión. Estas soluciones se 
mantuvieron a 37ºC en un baño termostatizado 
situado a la altura suficiente para que el flujo 
se mantuviera constante a 1,5 mL/min por 
simple diferencia de presión hidrostática. La 
cámara se cerró sellando en su parte superior 
otro cubreobjeto. Mediante una bomba de 
vacío se aspiró de manera continua el medio 
de perfusión después de su llegada a la cámara para evitar la acumulación de los productos 
de hidrólisis de los compuestos perfundidos  o que pudieran salir de las células. El paso 
a la cámara de Locke normal o de los distintos compuestos disueltos en dicha solución 
con los que se perfundieron los astrocitos se reguló mediante un sistema de válvulas que 
funcionaba por gravedad. En los ensayos con antagonistas, las células se perfundieron con 
estos compuestos durante los tres minutos previos a la coestimulación con el agonista.    
Una vez montada la cámara en el microscopio las células se iluminaron alternativamente 
a 340 nm y a 380 nm, seleccionadas mediante un monocromador de ancho de banda de 12 
nm. La selección de las longitudes de onda se corresponde con los máximos de los registros 
de fluorescencia de las soluciones de Fura-2 saturadas de calcio (340 nm) y Fura-2 libre de 
calcio (380 nm). 
El haz de luz monocromada se condujo hacia el microscopio con una guía líquida. 
La luz es reflejada hacia el objetivo mediante un espejo dicroico que transmite las longitudes 
de onda superiores a 430 nm y refleja las longitudes de onda inferiores. De este modo, sólo 
alcanzan la muestra la luz de 340 y 380 nm, mientras que la luz fluorescente emitida por el 
Fura-2, de 510 nm, atraviesa el espejo dicroico y es conducida hacia la cámara ORCA-ER 
C 47 42-80 de Hamamatsu después de pasar por un filtro interferencial de paso de banda 
centrado a 510 nm. Para hacer las medidas de fluorescencia se usó un objetivo Nikon 20X 
de apertura numérica de 0,5 (figura 23). El tiempo de exposición fue de 150 ms y el tiempo 
necesario para que se produzca el cambio de longitud de onda de la luz que incide sobre 
la muestra era inferior a los 5 ms. La toma de imágenes se realizó, para ambas longitudes 
de onda de excitación, cada 1,5 s cuando las estimulaciones realizadas eran de 30 s. En 
aquellos ensayos donde los compuestos se perfundían más tiempo, los ciclos de captura de 
imágenes se producían cada 2,5 s. Estas imágenes y sus valores asociados se almacenaron en 
un ordenador conectado en línea y posteriormente se analizaron matemáticamente. 
Tabla 11.- Locke normal
NaCl 140 mM
KCl 4,7 mM
CaCl2 2,5 mM
MgSO4 1,2 mM
KH2PO4 1,2 mM
Glucosa 5,5 mM
HEPES 10 mM
pH 7,4
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Los registros de fluorescencia que se muestran en este trabajo representan la relación 
existente entre los valores de fluorescencia a 340 nm y 380 nm (F
340
/F
380
) en función del 
tiempo, obtenidos a partir de regiones elípticas colocadas sobre las células individuales en 
función del tiempo (figura 24).  
Figura 23.- Representación esquemática del sistema de microfluorimetría. La iluminación 
proviene de un monocromador que emite luz a 340 o 380 nm. El haz de luz monocromada se 
dirige al microscopio a través de una guía líquida, se refleja en un espejo dicroico centrado a 
430 nm y alcanza las células a través del objetivo del microscopio. La luz emitida por el Fura-2 
confinado en el interior celular es capturada por el objetivo. Atraviesa el espejo dicroico (>430 
nm) y se dirige entonces hasta el filtro de emisión centrado en 510 nm.  Por último, el haz de 
luz llega a la cámara.
Preparación celular
Fura-2
Luz monocromada
Objetivo
Luz de excitaciónLuz de emisión
Espejo dicroico
Filtro de emisión
Espejo normal
Cámara
Figura 24.- Cálculo de la relación de fluorescencia a cada tiempo medidas a 340 y 380 nm. 
A.- Intensidad de fluorescencia a las dos longitudes de onda  de excitación registradas. B.- Los 
registros temporales obtenidos se dividen entre sí para obtener la ratio de fluorescencia F340/
F380. 
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2.3.2.- Determinación fluorimétrica de [Ca2+]i en poblaciones celulares.
Para realizar estos ensayos se emplearon astrocitos en suspensión obtenidos tras la 
tripsinización de las botellas en cultivo. Las células se centrifugaron a 150 x g durante 10 
minutos y se resuspendieron en medio Locke normal. A continuación se incubaron, durante 
45 minutos a 37ºC, con la sonda fluorescente Fura-2/AM a una concentración 5 µM en 
Locke normal suplementado con 1mg/mL BSA. Transcurrido ese tiempo las células se 
lavaron dos veces con Locke normal y se resuspendieron a una densidad de 106 células/mL. 
Posteriormente alícuotas de 0,750 mL de dicha suspensión celular se centrifugaron 1 minuto 
a 15.000 x g, se resuspendieron en 1,5 mL y se colocaron en cubetas termostatizadas a 37 ºC 
con agitación continua en un fluorímetro Perkin Elmer, donde se realizaron las medidas de 
fluorescencia. La intensidad de fluorescencia se determinó usando una longitud de onda de 
excitación de 340 nm y una longitud de onda de emisión de 510 nm. Las rendijas se fijaron 
en 2,5 nm para la excitación y entre 5 y 7,5 nm la de emisión, dependiendo de la eficacia de 
cargado de la sonda.
Los registros de fluorescencia se calibraron individualmente mediante el cálculo 
de los valores Fmin y Fmax. El primer parámetro se corresponde con la fluorescencia de la 
sonda medida en presencia de una mezcla de 7,5 mM EGTA/45 mM Tris ([Ca2+]<0,2 nM) 
y después de la ruptura de las células con 0,3 % de Triton X-100. El valor Fmax corresponde 
a la fluorescencia registrada cuando, después de la liberación de la sonda por acción del 
detergente, se adiciona 2,5 mM de Ca2+ (figura 25). La toma de datos se realizó cada 0,5 s y 
se exportaron a un ordenador acoplado en línea, donde se procedió al análisis matemático de 
los registros de fluorescencia.
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Figura 25.- Registro fluorimétrico típico de Fura-2. Los valores de fluorescencia en unidades 
arbitrarias (A) pueden ser transformados en valores de [Ca2+]i mediante la ecuación de 
Grynkiewicz (B).
98
Materiales y Métodos
La concentración de Ca2+ libre citosólico ([Ca2+]i) se calculó a través de la ecuación 
descrita por Grynkiewicz y cols (1985):
[Ca2+]= Kd
F-Fmin
Fmax-F
 Donde F es la fluorescencia registrada a cada tiempo, Fmin es la fluorescencia mínima 
medida en ausencia de calcio ([Ca2+]<0,2 nM) y Fmax es la determinada en presencia de 2,5 
mM de Ca2+. El valor de Kd empleado para el complejo Ca
2+/Fura-2 fue de 224 nM. Los 
diferentes compuestos empleados en los ensayos se adicionaron a la cubeta de medida a 
partir de soluciones madre 100 veces concentradas para evitar variaciones considerables del 
volumen de incubación.
2.4.- Experimentos de inmunocitoquímica.
En estos ensayos se llevó a cabo la detección de determinadas proteínas mediante 
su unión a anticuerpos específicos, que después eran revelados con anticuerpos secundarios 
unidos a sondas fluorescentes. 
Los astrocitos se sembraron, el día 
anterior, en cubreobjetos redondos tal y como se 
ha descrito previamente para los experimentos 
de microfluorimetría. Después de lavarlos dos 
veces con PBS durante 5 minutos, se fijaron 
con p-formaldehído al 4% en PBS durante 15 
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente, 
se realizó un lavado de 5 minutos con PBS y 
se trataron con la solución de bloqueo durante 
1 hora a 37ºC, para eliminar una posible unión 
inespecífica del anticuerpo. La solución de bloqueo estaba compuesta por BSA al 3%, Triton 
X-100 al 0,1% y suero de cabra o de burro al 5% dependiendo de la especie animal en la que 
se habían obtenido los anticuerpos secundarios. Posteriormente, los cubreobjetos se lavaron 
dos veces con PBS/BSA, para eliminar la solución de bloqueo, y se incubaron 1 hora a 37 
ºC con los anticuerpos primarios diluidos en  PBS/BSA. Finalizada la incubación las células 
se lavaron tres veces con PBS/BSA durante 5 minutos a temperatura ambiente. Para revelar 
el marcaje las preparaciones se incubaron con los anticuerpos secundarios marcados con 
fluorocromos (FITC, TRICT o Cy-3) durante una hora a 37ºC. Transcurrido ese tiempo, 
se realizaron tres lavados con PBS durante 5 minutos. Para terminar, los cubreobjetos se 
montaron en portaobjetos con el medio de montaje Prolong Antifade (Molecular Probes) que 
reduce el apagamiento de la fluorescencia de los fluorocromos. Una vez seco el medio de 
Tabla 12.- PBS
NaCl 137 mM
KCl 2,6 mM
KH2PO4 1,5 mM
Na2HPO4 8,1 mM
pH 7,4
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montaje, las preparaciones se guardaron en oscuridad a 4ºC hasta el momento de tomar las 
imágenes de fluorescencia con una cámara Kappa DX2. 
La información sobre los anticuerpos utilizados y las diluciones empleadas aparece 
resumida en la tabla 13.  
2.5.- Determinación de los niveles intracelulares de AMP cíclico.
Para llevar a cabo estos ensayos las células se sembraron en placas de 24 pocillos 
a una densidad desde 1,5x105 a 2x105 células/pocillo, su procesamiento se realizó una vez 
alcanzada la confluencia. En el caso de los astrocitos, antes de iniciar el experimento cada 
pocillo se lavó con 1 mL de Locke normal durante 2 horas. Las células se preincubaron 
30 minutos a 37ºC con rolipram 500 µM o IBMX 100µM µM, ambos compuestos son 
inhibidores de la fosfodiesterasa de AMPc. Seguidamente, se llevaron a cabo los distintos 
tratamientos con los antagonistas y agonistas indicados durante los tiempos señalados. Dichos 
tratamientos se pararon retirando el medio de incubación y adicionando ácido tricloroacético 
al 6% o añadiendo directamente ácido perclórico 6,6 N para producir la lisis celular. Los 
lisados recogidos se centrifugaron a 16000 x g durante 5 minutos a 4ºC. Posteriormente los 
extractos recogidos se neutralizaron con una mezcla KOH/TEA o freón/trioctilamina. 
Los niveles de AMPc se determinaron mediante radioinmunoensayo, utilizando los 
kits suministrados por Amersham, basado en la competición entre el AMPc no marcado, 
procedente de las muestras, y el [3H]AMPc o [125I]AMPc que se añade, por unirse a una 
proteína específica purificada que presenta una alta afinidad y especificidad por dicho 
nucleótido. La cantidad de radioactividad en cada ensayo, que se corresponde con la cantidad 
Anticuerpo primario Dilución Anticuerpo secundario Dilución
P2Y1 1/100 TRICT 1/500
P2Y2 1/100 TRICT 1/500
P2Y12 1/50 TRICT 1/500
P2X1 1/100 Cy3 1/400
P2X3 1/100 Cy3 1/400
P2X4 1/100 Cy3 1/400
P2X7 1/100 Cy3 1/400
Kidins 1/200 Cy3 1/400
GFAP 1/200 FICT 1/500
Tabla 13.- Diluciones de los anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia.
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de AMPc marcado unido a dicha proteína, es inversamente proporcional al nivel de AMPc 
no marcado presente en el extracto celular. Mediante la interpolación en la curva de 
calibrado de los valores de radioactividad obtenidos se calcularon los niveles de AMPc 
de las muestras. El método es sencillo, rápido y muy sensible, la linearidad se mantiene 
en el rango de 0,2-16 pmoles de AMPc/tubo en el caso del kit cAMP [3H] assay system, 
mientras que el rango de sensibilidad del kit que emplea [125I] es de 25-1600 fmol/tubo. 
2.6.- Experimentos de inmunotransferencia.
2.6.1.- Lisado de células y extracción de proteínas totales.
Las células se sembraron en placas de 
cultivo de 10 cm de diámetro a una densidad 
de 4x106 células/placa y se dejaron hasta 
alcanzar confluencia. Antes de su utilización 
los astrocitos se lavaron con Locke normal 
durante dos horas a 37ºC. Posteriormente, se 
llevaron a cabo los tratamientos indicados. 
Una vez finalizados éstos, se retiró el medio 
de incubación y se adicionaron 500 µl 
de tampón de carga, de manera que la concentración de proteína total fuera  de ≈ 1 
µg/mL, concentración mínima requerida para el análisis de la activación de proteínas 
quinasas del ensayo KinexusTM  Protein Kinase Screen KPS-1.2 realizado por la empresa 
Kinexus Bioinformatics Corporation de Vancouver, Canadá. Los extractos obtenidos se 
desnaturalizaron calentándolos a 99ºC durante 4 minutos. Muestras obtenidas de diferentes 
cultivos se mezclaron y se enviaron a Canadá para su análisis. Este ensayo estudia de 
forma fiable la posible activación de 75 proteínas quinasas detalladas en la Tabla 16. La 
estimulación de los astrocitos con agonistas de receptores de nucleótidos produjo un gran 
aumento de los niveles de fosforilación de las proteínas ERKs, PKD y glucógeno sintasa 
quinasa-3. Por ello, nos centramos en el estudio de estas vías de señalización.
2.6.2.- Electroforesis, transferencia y revelado de las membranas.
El porcentaje de poliacrilamida 
de los geles y el volumen de los extractos 
desnaturalizados empleados en la 
electroforesis se determinaron en función 
de la proteína a estudiar. Las condiciones 
empleadas se detallan en los apartados 
dedicados a cada proteína. La electroforesis 
se desarrolló en tampón de electroforesis, 
Tabla 14.- Tampón de carga 4X.
Glicerol 50%
Tris-HCl pH 6,8 125 mM
SDS 4%
Azul de Bromofenol 0,08%
Tabla 15.- Tampón de electroforesis.
SDS 0,1%
Glicina 200 mM
Tris 25 mM
pH 8,3
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Tabla 16.- Proteínas analizadas por Kinexus Bioinformatics Corporation.
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a 4ºC en el sistema mini-protean 3 de Bio Rad durante 100 minutos a amperaje constante, 
determinado por el grosor y porcentaje de poliacrilamida del gel. Uno de los pocillos del gel 
se reservó para la mezcla de patrones coloreados de pesos moleculares conocidos.
Tras el proceso electroforético, los geles 
se equilibraron durante media hora en tampón de 
transferencia y se transfirieron a una membrana 
de PVDF (equilibrada en el mismo tampón). El 
sistema de transferencia de Bio Rad empleado 
varió en función de la proteína a estudiar.
Finalizada la transferencia, la membrana 
se incubó 1 hora a temperatura ambiente con 
solución de bloqueo, compuesta por TBS con 
Tween-20 al 1% (v/v) en el que se había disuelto leche desnatada en polvo al 5% o BSA al 
3% (p/v) dependiendo de la proteína estudiada.
A continuación se incubó durante 2 horas a 
temperatura ambiente con el anticuerpo primario 
diluido en solución de bloqueo. Seguidamente, la 
membrana se lavó tres veces durante 10 minutos 
cada vez alternando TBS con Tween-20 al 1% 
y TBS, para eliminar el exceso de anticuerpo. 
Posteriormente, se realizó la incubación con el 
anticuerpo secundario ligado a peroxidasa a 4ºC 
durante toda la noche. El exceso de anticuerpo secundario se eliminó mediante tres lavados 
como los realizados después de la incubación con el anticuerpo primario. Finalmente la 
membrana se reveló empleando Super Signal Substrate Western blotting siguiendo las 
instrucciones del fabricante (Pierce). Las imágenes de quimioluminiscencia se revelaron en 
el sistema Fluo-S Imager de BioRad. La densidad del marcaje inmunoreactivo se analizó 
empleando el programa Quantity One instalado en dicho equipo.
2.6.3.- Condiciones de los experimentos de inmunotransferencia para la detección de la 
proteína ERK.
Las proteínas quinasas ERK se detectaron empleando un anticuerpo comercial 
(Santa Cruz Biotechnology) monoclonal de ratón generado frente a una corta secuencia 
aminoacídica que contiene la Tyr204 fosforilada de ERK 1, también presente en la isoforma 
ERK 2. Para cada uno de los tratamientos realizados se llevó a cabo, en paralelo, la detección 
de la forma no fosforilada de la isoforma ERK 2 usando un anticuerpo monoclonal de ratón 
de la misma casa comercial que reconoce una pequeña secuencia aminoacídica del extremo 
C-terminal de la proteína. Con este anticuerpo se detectan los niveles totales de ERK 2, que 
deben permanecer constantes a pesar de los tratamientos, lo que nos permitió comprobar si 
Tabla 17.- Tampón de transferencia.
Glicina 200 mM
Tris 25 mM
Metanol 20% (v/v)
pH 8,3
Tabla 18.- TBS.
NaCl 100 mM
Tris.HCl 10 mM
pH 7,5
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todos los extractos contenían la misma cantidad de proteína.
Las condiciones específicas de los ensayos de inmunotransferencia para la detección 
de las proteínas quinasas ERK, tanto en su forma fosforilada como no fosforilada, son:
Se cargaron 10 •	 µl (aproximadamente 10 µg) de muestra en geles del 12% 
de poliacrilamida y 1 mm de grosor.
Condiciones de la electroforesis: 100 minutos a un amperaje constante de •	
15 mA por gel.
Transferencia durante 30 minutos a temperatura ambiente a 20 V en el •	
sistema Semi-Dry Electroforetic Transfer Cell de Bio-Rad. 
Bloqueo con BSA al 3% en TBS con Tween-20 al 1%.•	
Dilución 1/1000 del anticuerpo primario.•	
Dilución 1/3000 del anticuerpo secundario ligado a peroxidasa (anti-IgG •	
HRP de ratón).
2.6.4.- Condiciones de los experimentos de inmunotransferencia para la detección de la 
proteína quinasa D.
Para la detección de la proteína quinasa D fosforilada (p-PKD) se utilizó un anticuerpo 
policlonal obtenido en conejo y cedido por el laboratorio de la Dra. Teresa Iglesias del Instituto 
de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de Madrid. Dicho anticuerpo reconoce el 
residuo Ser916 fosforilado de dicha proteína. En algunos extractos se detectó paralelamente 
la forma no fosforilada, PKD total, con un anticuerpo policlonal obtenido en conejo dirigido 
frente a los 17 últimos residuos del extremo C-terminal de PKD1 y PKD2 (Santa Cruz 
Biotechnologies). Además, en los experimentos en los que se estudió la activación de 
PKD1 por BzATP en función del tiempo se empleó un anticuerpo que reconoce los residuos 
fosforilados Ser744/Ser748 (Santa Cruz Biotechnologies), para ello es necesario que ambos 
aminoácidos se encuentren en su forma fosforilada. En todos los casos, como control de 
carga se utilizó la enzima gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, GADPH (Ambion), cuya 
expresión no debe variar con los tratamientos realizados. Las condiciones de los ensayos de 
inmunotransferencia fueron:
Se cargaron 50 •	 µl (aproximadamente 50 µg) de muestra en geles del7,5% 
de poliacrilamida y 1,5 mm de espesor.
Condiciones de la electroforesis: 100 minutos a un amperaje constante de •	
20-25 mA por gel.
Transferencia durante 80 minutos a 4ºC a 240 mA en el sistema Mini •	
Trans-Blot Electrophoretic Transfer cell de Bio Rad.
Bloqueo con leche en polvo desnatada preparada al 5% en TBS con Tween-•	
20 al 1%.
Dilución 1/1000 del anticuerpo primario.•	
Dilución 1/3000 del anticuerpo secundario ligado a peroxidasa (anti-IgG •	
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HRP de conejo, para los anticuerpos primarios que reconocen la PKD y anti-IgG HRP de 
ratón para la enzima GADPH).
2.7.- Determinación de proteínas.
La concentración de proteínas celulares se cuantificó por el método de Bradford 
(1976) por su alta sensibilidad, en el rango del µg, utilizando el reactivo de Bradford 
suministrado por BioRad. El método está basado en el cambio en el espectro de absorción 
que experimenta el tinte Azul Brillante de Coomasie G-250 al interaccionar con proteínas , 
aumentando su absorción a 595 nm.
Como patrón se utilizó albúmina de suero bovino (BSA), de la que se prepararon 100 
µl de distintas diluciones que contenían entre 0 y 75 µg de proteína, para construir la recta 
patrón. Las muestras problemas también se ajustaron a dicho volumen. Seguidamente, se 
adicionaron 5 mL de reactivo Bradford comercial, diluido 1:5. La concentración de proteínas 
de cada uno de los lisados celulares se determinó interpolando su valor de absorbancia a 595 
nm en la recta patrón.
La linearidad de la reacción se mantiene en un rango de 20-140 µg (200-1400 µg/
mL) de proteína.
2.8.- Expresión de los receptores P2Y1 y P2Y13 en células de astrocitoma 1321N1.
2.8.1.- Obtención del plásmido con la secuencia del receptor P2Y13.
Mediante técnicas de PCR se llevó a cabo la amplificación de la secuencia de DNA 
que codifica para el receptor P2Y
13
 a partir de DNA obtenido de células sanguíneas humanas. 
La enzima utilizada fue Pfu DNA polimerasa y la amplificación se realizó mediante 35 
ciclos con las siguientes condiciones: 95ºC, 1 minuto; 55ºC, 1 minuto; 68ºC, 2 minutos. Los 
oligonucleótidos utilizados fueron: 
Oligonucleótido sentido: 
CGACTAGTGCCGCCACCATGAACACCACAGTGATGCAAGG       
                    SpeI             Kozak
Oligonucleótido antisentido:
         CAGAATTTCAGCCTAAGGTTATGTTGTCTG
                EcoR1
El producto de PCR se visualizó en un gel del 1,5% de agarosa con bromuro de 
etidio, la banda obtenida tenía un peso molecular de aproximadamente 1,1 Kb coincidiendo 
con el tamaño esperado.
Posteriormente, se realizó la digestión del producto de PCR y del vector pZeo, en el 
cual se quería insertar la secuencia del receptor P2Y
13
, con las enzimas de restricción SpeI y 
EcoRI durante 2 horas a 37ºC seguido de 10 minutos a 70ºC para desnaturalizar las enzimas. 
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También se llevó a cabo la desfosforilación del plásmido pZeo con la enzima BAP durante 
1 hora a 60ºC. Este vector posee un gen de resistencia a zeocina que posteriormente nos 
permitiría seleccionar las colonias de bacterias transformadas y las células transfectadas con 
el plásmido. En la figura 26, se representa un esquema de los componentes más importantes 
de este plásmido.
A continuación, se llevó a cabo la purificación de los productos de las digestiones 
mediante el kit QIAquick Gel extraction comercializado por Qiagen y se realizó la ligación 
de la secuencia del receptor P2Y
13
 purificada y del vector pZeo con una relación de 3:1. Para 
ello, se utilizó el kit Ready-To-GoTM T4 DNA Ligase de Amersham Biosciences. 
Posteriormente, se llevó a cabo la transformación de bacterias competentes E. Coli 
TOP10F comercializadas por Invitrogen siguiendo las instrucciones del fabricante. Las 
bacterias se dejaron crecer en placas de agar con zeocina 25 µg/mL durante toda la noche a 
37ºC. Al día siguiente se seleccionaron varias colonias para realizar una minipreparación del 
plásmido con High Pure Plasmid Isolation Kit comercializado por Roche, los productos de 
estas minipreparaciones se digirieron con SpeI y EcoRI y se visualizaron en un gel de agarosa 
para determinar si contenían insertada la secuencia del receptor P2Y
13
. A continuación, se 
llevó a cabo la secuenciación de los productos de las minipreparaciones de aquellas colonias 
que habían incorporado el inserto, para ello se utilizó el kit Abi PrismR Bigdye Terminator 
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Applied Biosystems. 
Posteriormente, se eligió una de las colonias de bacterias que había incorporado el 
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Figura 26.- Mapa del vector pZeoSV con el inserto de la secuencia del receptor P2Y13. 
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plásmido con la secuencia correcta del receptor P2Y
13
. Esta colonia se creció en presencia 
de zeocina 25 µg/mL y se realizó una maxipreparación del plásmido empleando EndoFree 
Plasmid Maxi Kit de Quiagen. Con el plásmido obtenido se procedió a transfectar células de 
astrocitoma 1321N1 y una línea establemente transfectada con el receptor P2Y1, denominada 
CL5010, que había sido obtenida anteriormente en el laboratorio del Dr. Christian Gachet.
2.8.2.- Obtención de células establemente transfectadas.
Las células, tanto las 1321N1 como las CL5010, se sembraron en placas de 6 pocillos 
a una densidad de 200.000 células/pocillo. Al día siguiente, se llevó a cabo la transfección, 
utilizando el reactivo multilipídico FuGENE 6 de Roche según las indicaciones del fabricante 
utilizando una relación de FuGENE:DNA de 3:1. 
Al cabo de dos días, las células se tripsinizaron y se dividieron en varias placas de 10 
cm de diámetro con diferentes diluciones celulares. El medio utilizado contenía zeocina 200 
µg/mL. Además en el caso de las células CL5010, también se adicionó geneticina 600 µg/
mL, ya que el plásmido en el que se había clonado la secuencia del receptor P2Y1 contenía 
un gen de resistencia a este antibiótico.
Las células se dejaron crecer en el incubador hasta que se observó que habían crecido 
clones aislados, una vez que estos eran bien visibles a simple vista se tripsinizaron de forma 
separada y se pasaron de manera individual a pocillos de una placa de 24 pocillos. Cuando 
alcanzaron la confluencia se pasaron a placas de 6 pocillos y por último a placas de 10 cm 
de diámetro. Por último, se analizó la inhibición de la producción de AMPc inducida por 
Forskolina por agonistas del receptor P2Y
13
, para comprobar que clones expresaban este 
receptor funcional.
2.9.- Sobrexpresión de PKD activa y de PKD quinasa-inactiva en astrocitos de 
cerebelo.
2.9.1.- Construcción de los plásmidos.
Las secuencias que codifican la PKD activa y PKD quinasa-inactiva (con la mutación 
Asp733Ala que impide la actividad quinasa (Iglesias y cols., 1998)), se obtuvieron a partir 
de construcciones cedidas por la Dra. Teresa Iglesias (pEFBoss-PKDwt para PKD activa y 
pEFBoss-KM para PKD quinasa-inactiva). Los cDNAs se subclonaron mediante la digestión 
de estos plásmidos con la enzima de restricción EcoRI. El tamaño de los fragmentos obtenidos 
fue de 3.1 Kb. Dichos fragmentos se insertaron en el plásmido pEGFP-C3 (Clontech), 
previamente digerido con la enzima EcoRI. La elección del plásmido se realizó para que la 
secuencia quedara en fase de lectura y obtener una proteína de fusión con las secuencias de 
PKD activa y de PKD quinasa-inactiva con una cola de eGFP en el extremo N-terminal. En 
la figura 27 se muestra un esquema de los componentes más importantes del plásmido.
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Figura 27.- Mapa del vector de sobrexpresión de PKD. Las secuencias insertadas de la 
PKD activa e inactiva se diferencian en un solo residuo, la forma inactiva presenta la mutación 
Asp733Ala.
2.9.2.- Transfección transitoria de las células.
Las transfecciones se realizaron, al día siguiente de sembrar las células, en placas 
petri de 35 mm de diámetro a una densidad de 30.000 células/cm2, en OPTIMEM con el 
reactivo catiónico Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Madrid) siguiendo las instrucciones 
del fabricante. Las cantidades de DNA y Lipofectamina 2000 empleadas fueron de 1 µg/ 
placa y 2.5 µl/placa, respectivamente. El medio de transfección se mantuvo durante 3 horas, 
transcurridas las cuales se remplazó por el medio de cultivo habitual (DMEM suplementado 
con el 10%  de suero).  
Las células se utilizaron 48 horas después de la transfección para estudiar cambios 
en la distribución de PKD activa y de PKD quinasa-inactiva después de la estimulación con 
diferentes nucleótidos. La visualización de las células se realizó en un microscopio Nikon 
Eclipse TE2000-E, con un objetivo Plan Apo de inmersión en aceite 60X1.4. Las células 
se iluminaron a una longitud de onda de 470 nm seleccionada con un monocromador Cairn 
Optoscan Power, la luz emitida por la GFP atraviesa un espejo dicroico y es conducida a 
una cámara Hamamatsu C4742-98 después de pasar por un filtro interferencial de ancho de 
banda centrado a 510 nm. Todo el sistema estaba controlado por el Software MetaMorph 
6.3r6 (Universal Imaging Corp, Cambridge, UK) que nos permitía tomar imágenes cada tres 
minutos durante 1 hora.
108
Materiales y Métodos
2.10.- Estudios de viabilidad celular.
Los astrocitos se sembraron en cubreobjetos de 15 mm de diámetro colocados en placas 
de 6 pocillos a una densidad de 500.000 células/pocillo. Al día siguiente los cubreobjetos, 
de forma individual, se lavaron durante 10 minutos con 1 mL de solución Locke normal y 
se incubaron con los agonistas durante el tiempo indicado. Posteriormente, se empleó el kit 
LIVE/DEAD Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells comercializado por Molecular 
Probes para analizar la viabilidad celular. Este método esta basado en la medida de la 
actividad esterasa de las células vivas, determinada por la transformación de calceína-AM 
no fluorescente, que puede atravesar la membrana plasmática, en calceína libre que queda 
retenida en el citosol y emite fluorescencia verde a 510 nm cuando se excita a una longitud 
de onda de 495 nm. Por otro lado, se emplea el homodímero-1 de etidio que puede penetrar 
en aquellas células con daño en la membrana y unirse a los ácidos nucleicos. Cuando esta 
interacción tiene lugar la sonda emite fluorescencia roja a 635 nm al ser excitada a 495 nm. 
De esta forma, cuando los astrocitos fijados en los cubreobjetos se iluminan a 495 nm, las 
células viables emiten fluorescencia verde y las no viables emiten fluorescencia roja.
2.11.- Experimentos de entrada de la sonda Yo-Pro-1.
Este compuesto, cuando se une a DNA, emite fluorescencia a 509 nm al ser excitado 
con una longitud de onda de 491 nm. En estos ensayos se utilizaron poblaciones de 750.000 
células en suspensión similares a las utilizadas en las medidas fluorimétricas de calcio, 
apartado 2.3.2 de Métodos. Los astrocitos se resuspendieron en 1,5 mL de Locke normal, 
se transfirieron a cubetas termostatizadas con agitación y se les adicionó 2 µM de Yo-Pro-1 
(Invitrogen). Posteriormente, se estimularon con 100 µM BzATP y las variaciones en la 
fluorescencia se monitorizaron de manera continua en un fluorímetro. Al final del experimento 
las células se lisaron con Triton X-100 (0,3%) para obtener la fluorescencia máxima.
2.12.- Estudios de migración celular.
En estos ensayos se utilizaron placas de 6 pocillos diseñadas para el uso de insertos 
de cultivo celular (Costar). El tamaño de poro de la membrana del inserto era de 8,0 µm. 
En la parte inferior de la placa se colocó medio con diferentes agonistas, mientras que los 
astrocitos se sembraron a una densidad de 300.000 células/pocillo, en la parte superior sobre 
la superficie de la membrana del inserto. Al día siguiente, la membrana del inserto se separó 
de su soporte, las células adheridas a la superficie inferior de la membrana del inserto, aquella 
que había estado en contacto con los agonistas, se fijaron con paraformaldehido al 4%, se 
tiñeron los núcleos con la sonda fluorescente DAPI y se contó el número de células unidas a 
la cara inferior de la membrana del inserto en cada condición. En la figura 28 se muestra un 
esquema del dispositivo utilizado.
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Figura 28.- Dispositivo utilizado en los ensayos de migración. Los insertos de cultivo se 
colocaron en los pocillos de la placa. El medio con los nucleótidos se depositó cuidadosamente 
en la parte inferior del pocillo, mientras que las células se depositaron sobre la membrana del 
inserto. Al día siguiente, el inserto se separó del pocillo, se recortó la membrana y se le dio la 
vuelta, ya que las células que habían migrado se encontraban adheridas a la cara inferior de la 
membrana. Los astrocitos se fijaron con paraformaldehido al 4% y los núcleos se tiñeron con 
DAPI.
2.13.- Análisis estadístico y presentación de resultados.
Los datos obtenidos se presentan, en general, como la media aritmética ± el error 
estándar de la media (SEM). Los resultados mostrados en este trabajo corresponden a un 
mímino de tres experimentos, realizados al menos con tres cultivos diferentes, cada uno a 
partir de material obtenido de diversos individuos, normalmente seis ratas de siete días de 
la misma camada. En el caso de los experimentos de microfluorimetría el número de células 
individuales ensayadas en cada protocolo aparece indicado en el texto del pie de figura. 
Las comparaciones entre medias se realizaron con un análisis de la varianza (ANOVA), 
reducida a simple t de Student en el caso de comparaciones entre solo dos medias. Los 
niveles de significación establecidos han sido: 
P<0,001, diferencia extremadamente significativa (***).•	
P<0,01, diferencia significativa (**)•	
P<0,05, diferencia marginalmente significativa (*).•	
P>0,5, diferencia no significativa (n.s).•	
Para un análisis posterior a la obtención de un ANOVA inferior a 0,05, se utilizó el 
post-test de Bonferroni, o bien, el test de Dunnet. 
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1.- CARACTERIZACIÓN DE LOS RECEPTORES DE ADP PRESENTES EN 
LOS ASTROCITOS TIPO 1 DE CEREBELO DE RATA Y SU SEÑALIZACIÓN 
INTRACELULAR.
Como se ha comentado anteriormente, las acciones extracelulares del ADP pueden 
estar mediadas por tres subtipos de receptores metabotrópicos de nucleótidos los receptores 
P2Y1, P2Y12 y P2Y13. En trabajos anteriores, nuestro grupo había demostrado que los 
astrocitos de cerebelo expresaban receptores tipo P2Y1 funcionales homogéneamente 
distribuidos en toda la población de astrocitos. Su caracterización se había llevado a cabo 
con las herramientas disponibles en aquel momento, el agonista 2MeSATP y el antagonista 
selectivo de este receptor, un derivado del ADP, el compuesto MRS-2179 (Jimenez y cols., 
2002). El clonaje y la caracterización de los receptores P2Y12 y P2Y13 (Hollopeter y cols., 
2001; Zhang y cols., 2001; Communi y cols., 2001b), así como la detección de una elevada 
densidad de receptores de ADP acoplados a proteínas Gi/o en diversas áreas del SNC, entre 
ellas la sustancia blanca del cerebelo (Laitinen y cols., 2001), nos llevó a preguntarnos si 
alguno de estos receptores se expresaba en los astrocitos de cerebelo de rata. Para ello, 
decidimos emplear un nuevo agonista, el 2MeSADP, ya que el receptor P2Y12 es insensible 
a ATP y su análogo estructural 2MeSATP es un agonista parcial y muy débil del receptor 
P2Y
13
. 
1.1.- Identificación de los receptores de ADP presentes en los astrocitos de cerebelo.
 En primer lugar se analizó la presencia del mRNA que codifica para los diferentes 
subtipos mediante experimentos de RT-PCR a partir de RNA obtenido de cultivos confluentes 
de astrocitos cerebelosos, según se describe en el apartado de Métodos (figura 29).
Figura 29.- Expresión de mRNA para los receptores P2Y1, P2Y12, P2Y13 y P2Y14 en cultivos 
de astrocitos de cerebelo. Los productos de PCR para cada receptor se separaron en geles 
de agarosa al 2% (calles 3, 5, 8 y 11). Como controles de expresión se utilizó RNA total obtenido 
de plaquetas para el receptor P2Y12 (calle 6), de bazo para el receptor P2Y13 (calle 9) y de 
hipocampo para el receptor P2Y14, (calle 12). Para cada receptor se realizaron controles con 
agua en lugar de cDNA (calles 2, 4, 7 y 10). El tamaño de las bandas se determinó usando 
patrones de RNA. El RNA se obtuvo de tres cultivos diferentes.
P2Y1 P2Y12 P2Y13 P2Y14
1018 pb
517 pb
1164 pb
710 pb
492 pb
1 63 94 10 12115 872 13
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 Como se muestra en la figura 29, se detectaron niveles de expresión elevados para los 
tres receptores de ADP, al igual que para el receptor de UDP-glucosa, denominado P2Y
14
, 
que pertenece a la misma subfamilia estructural.
 Como la detección del mRNA no implica la presencia de la correspondiente proteína, 
pasamos a comprobar la expresión y localización de estos receptores empleando técnicas 
inmunocitoquímicas. En aquel momento, no se disponía de anticuerpos comerciales para 
los receptores P2Y
13
 y P2Y
14
, por tanto únicamente pudimos chequear la presencia de los 
receptores P2Y1 y P2Y12 (figura 30).
Figura 30.- Detección de las proteínas de los receptores P2Y1 y P2Y12 en cultivo de 
astrocitos de cerebelo. A.- Los astrocitos se fijaron con una solución de paraformaldehido al 
4%. Posteriormente, se procedió a la identificación celular con anticuerpos específicos frente 
a la GFAP (1:200) y a los receptores P2Y1 (1:100) y P2Y12 (1:50). Los anticuerpos secundarios 
utilizados fueron FICT, para revelar la GFAP, y TRICT para revelar los dos subtipos de receptores 
purinérgicos. Los dos anticuerpos secundarios se utilizaron a una dilución 1:500. B.- Extractos 
de proteína total obtenidos de cultivos de astrocitos de cerebelo (A) y extractos de la fracción 
de membrana de plaquetas (P) se sometieron a electroforesis PAGE-SDS en geles del 12% de 
poliacrilamida. Los anticuerpos frente a los receptores P2Y1 y P2Y12 se utilizaron a una dilución 
1:200 y se revelaron con un anticuerpo frente a IgG de conejo unido a HRP (1:3000). Donde 
se indica el anticuerpo que reconoce al receptor P2Y12 se preincubó durante una hora con el 
péptido control antes de la incubación con las muestras.
A.-
GFAP
GFAP
P2Y1
P2Y12
B.-
Péptido Control
52,3 KDa
35,3 KDa
52,3 KDa
35,3 KDa
P A P A P A
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 En la figura 30, se observa la existencia de un marcaje específico obtenido con el 
anticuerpo frente al receptor P2Y1. Por el contrario, no se detectó marcaje específico con el 
anticuerpo del receptor P2Y12. Para comprobar que este anticuerpo funcionaba correctamente, 
realizamos experimentos de inmunotransferencia con extractos de membranas de plaquetas, 
tejido donde este receptor se expresa abundantemente. Las plaquetas se obtuvieron por 
centrifugación durante 10 minutos a 700 x g de plasma enriquecido en plaquetas humanas, 
y posteriormente se llevó a cabo el aislamiento de la fracción de membrana mediante 
homogeneización mecánica y posterior centrifugación a 100.000 x g durante 1 hora, a 4ºC. 
Como se muestra en la figura, en estos extractos sí se detectó una banda del peso molecular 
esperado para el receptor P2Y12, que se eliminó al preincubar el anticuerpo con el péptido 
control, lo que confirmó el buen estado del anticuerpo. En los extractos de astrocitos no 
se obtuvo ninguna señal, mientras que si se reveló una banda del tamaño esperado para 
el receptor P2Y1. Estos estudios indicaron que el receptor P2Y12 no parecía estar presente 
en los astrocitos cerebelosos. Puesto que no fue posible la detección de la proteína del 
receptor P2Y
13
, pasamos a realizar estudios funcionales con el objetivo de caracterizar estos 
receptores.
1.2.- Inhibición de la producción de AMPc por receptores de ADP acoplados a proteínas 
Gi.
 Una de las características que diferencian a los receptores P2Y12 y P2Y13 del resto 
de receptores P2Y conocidos, es su capacidad  para inhibir a la enzima adenilato ciclasa 
(Hollopeter y cols., 2001; Communi y cols., 2001b). Teniendo en cuenta que los astrocitos 
de cerebelo poseen receptores β-adrenérgicos acoplados positivamente al sistema adenilato 
ciclasa, los estudios funcionales se llevaron a cabo analizando el efecto del ADP y del 
2MeSADP, agonistas específicos de ambos subtipos de receptores P2Y, sobre la producción 
de AMPc inducida por isoproterenol. Estos experimentos se realizaron en presencia de 10 
µM de MRS-2179, antagonista del receptor P2Y1, para evitar posibles interacciones con este 
receptor. Además, en el medio de incubación también se añadió adenosina deaminasa con el 
fin de eliminar las acciones de la adenosina que se pudiera estar generando tras la hidrólisis 
de los nucleótidos, ya que los astrocitos expresan receptores de adenosina tipo A2B acoplados 
a la activación de la adenilato ciclasa (Jimenez y cols., 1999). 
 La coestimulación de los astrocitos con isoproterenol y 2MeSADP o ADP redujo la 
producción de AMPc, inducida por el agonista β-adrenérgico, de manera dosis dependiente, 
con un máximo de inhibición del 40% a concentraciones de 10 µM del nucleótido (figura 
31). Los valores de IC
50
 obtenidos fueron 46 ± 13 y 23 ± 14 nM para 2MeSADP y ADP, 
respectivamente. El tratamiento con los nucleótidos no modificó los niveles basales de 
AMPc (figura 32). Estos resultados sugerían que el receptor implicado era el subtipo P2Y
13
, 
que es activado con la misma potencia por ambos agonistas. El perfil farmacológico del 
receptor P2Y12 es diferente, el 2MeSADP es 30-40 veces más potente que el ADP, si bien el 
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porcentaje máximo de inhibición es similar para ambos subtipos de receptores, un 40-50% 
de inhibición (Hollopeter y cols., 2001; Zhang y cols., 2001; Communi y cols., 2001b 2002; 
Marteau y cols., 2003).
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Figura 31.- Curvas de inhibición para 2MeSADP y ADP de la producción de AMPc inducida 
por isoproterenol astrocitos de cerebelo. Las células se preincubaron 3 minutos con 10 µM 
MRS-2179 antes de ser coestimulados durante 3 minutos con diferentes concentraciones de 
agonista y 10 µM de isoproterenol. La cantidad de AMPc se calculó tal y como se describe en el 
apartado de métodos. Para cada experimento los datos se normalizaron con respecto al control. 
Los valores representados corresponden a la media ± SD de cinco experimentos realizados por 
triplicado. Las curvas se ajustaron mediante regresión no lineal. 
En el caso del receptor P2Y
13
, varios grupos han observado que su activación ejerce 
un efecto bifásico sobre la producción de AMPc. A bajas concentraciones de agonista, tiene 
lugar una inhibición de la adenilato ciclasa, mientras que a concentraciones superiores a 10 
µM se produce un ligero aumento de la producción de AMPc (Communi y cols., 2001b; 
Marteau y cols., 2003). Este fenómeno también se ha descrito para otros receptores, por 
ejemplo, para el receptor α2-adrenérgico (Eason y cols., 1992; Chabre y cols., 1994). Una 
posible explicación es que se produzca el acoplamiento a distintas proteínas G. Sin embargo, 
en nuestro modelo este efecto no se ha observado. 
Para confirmar que el receptor responsable de la inhibición de la adenilato ciclasa 
en los astrocitos de cerebelo era el receptor P2Y
13
, analizamos el efecto de un antagonista 
del receptor P2Y12, el 2MeSAMP. Como se observa en la figura 32, la preincubación de 
los astrocitos con este compuesto no revirtió la inhibición de la producción de AMPc 
inducida por 2MeSADP. En la misma figura, se muestra como la respuesta se bloqueó 
completamente al tratar las células con toxina pertussis 100 ng/mL durante toda la noche, 
poniendo de manifiesto la participación de proteínas Gi/G0, como era de esperar en base a 
los trabajos publicados por otros autores (Hollopeter y cols., 2001; Takasaki y cols., 2001; 
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Communi y cols., 2001b; Zhang y cols., 2002; Marteau y cols., 2003; Fumagalli y cols., 
2004). Estos resultados confirmaban la presencia de un receptor  P2Y
13
-like en los astrocitos 
cerebelosos.
1.3.- Caracterización de las respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP en los 
astrocitos tipo 1 de cerebelo.
A diferencia del receptor P2Y12, el receptor P2Y13 también podría estar acoplado a 
otra gran cascada de señalización intracelular, la activación de la fosfolipasa C, generando 
diacilglicerol e IP
3
 (Communi y cols., 2001b). Por ello, decidimos estudiar si en los astrocitos 
de cerebelo este receptor inducía la movilización de calcio intracelular, sin olvidar que el 
2MeSADP también es agonista del receptor P2Y1 con una afinidad similar a la del receptor 
P2Y
13
. 
1.3.1.- Respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP en poblaciones celulares.
 En una primera aproximación, se analizaron las respuestas de calcio en poblaciones 
celulares mediante ensayos fluorimétricos con la sonda fura-2, como se describe en el apartado 
de Métodos. En el caso de observar respuestas de calcio independientes del receptor P2Y1, 
se pasaría a su caracterización en células individuales. La estimulación de los astrocitos con 
2MeSADP 10 µM indujo respuestas de calcio, con una magnitud de 360 ± 45 nM, similares 
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Figura 32.-  Efecto de 2MeSAMP y toxina pertussis en la inhibición por 2MeSADP de la 
producción de AMPc  inducida por isoproterenol en astrocitos de cerebelo. Para estudiar el 
efecto del antagonista del receptor P2Y12 las células se preincubaron durante 3 minutos con 100 
µM de 2MeSAMP y 10 µM de MRS-2179 antes de la coestimulación con 10 µM de 2MeSADP 
y 10 µM  de isoproterenol durante 3 minutos. Para analizar el efecto de la toxina pertussis los 
astrocitos se incubaron toda la noche con 100 ng/mL de dicha toxina. En cada experimento los 
datos se normalizaron respecto al control. Los valores representados corresponden a la media 
± SD de cuatro experimentos realizados en cuadriplicado.
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o ligeramente inferiores a las producidas por UTP (figura 33). Estas últimas están mediadas 
por los receptores P2Y2/P2Y4, los cuales se coexpresan junto con los receptores P2Y1 en toda 
la población de astrocitos (Jimenez y cols., 2000). 
2MeSADP
10 M
UTP
100 M
100 s
20
0 
nM Figura 33.- Respuestas de calcio inducidas 
por 2MeSADP 10 µM y UTP 100 µM en 
poblaciones de astrocitos tipo 1. Las células 
en suspensión se estimularon con 2MeSADP 
10 µM. Una vez recuperado el nivel basal, se 
realizó una segunda aplicación con 100 µM UTP. 
La figura muestra un registro típico obtenido en 
dichas condiciones.
Para identificar que receptor o receptores estaban implicados en las respuestas de 
2MeSADP, las células se preincubaron con los antagonistas MRS-2179 y 2MeSAMP antes 
de ser estimuladas con el agonista. En la figura 34, puede observarse que la preincubación 
con estos compuestos no afectó significativamente las respuestas de calcio inducidas por 
2MeSADP, que tampoco se bloquearon al incrementarse la concentración de MRS-2179 
hasta 100 µM. Estos datos sugieren que, al menos a la concentración de agonista ensayada, 
10 µM, las señales de intracelulares de calcio no están mediadas por el receptor P2Y1. 
Como era de esperar, también quedó descartada la implicación del receptor P2Y12 en estas 
respuestas, confirmándose los resultados anteriores. 
Con el objetivo de conocer que tipo de proteína G podía estar involucrada, estudiamos 
la sensibilidad de las respuestas de calcio al tratamiento con la toxina pertussis, tanto en 
presencia como en ausencia de MRS-2179. Como control se emplearon de nuevo las respuestas 
inducidas por UTP 100 µM, las cuales se redujeron un 50%, tal y como se había descrito en 
trabajos anteriores del grupo (Jimenez y cols., 2000). En la figura 35, se observa que, tanto en 
presencia como en ausencia del antagonista, el tratamiento sólo inhibe la respuesta de forma 
parcial, alrededor del 30%, indicando que existe un sinergismo entre varios tipos de proteínas 
G, sensibles e insensibles a toxina pertussis. Este hecho ya se ha observado en otros modelos, 
por ejemplo, en eritrocitos humanos las respuestas de calcio inducidas por la activación 
del receptor P2Y2 están mediadas por proteínas Gα16 y Gi. (Baltensperger y Porzig, 1997). 
Al detectar, en poblaciones de astrocitos, respuestas de calcio que no parecen deberse a la 
activación del receptor P2Y1, puesto que son insensibles a MRS-2179, decidimos llevar a cabo 
su caracterización en células individuales con el propósito de conocer la distribución de los 
receptores de ADP, receptores P2Y1 y P2Y13-like, que podrían estar mediando estas respuestas. 
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Figura 34.- Efecto de los antagonistas de los receptores P2Y1, MRS-1279, y P2Y12, 
2MeSAMP, sobre las respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP en poblaciones de 
astrocitos. Las células en suspensión se estimularon con 2MeSADP 10 µM. Donde se indica, 
se llevó a cabo la preincubación durante 3 minutos con MRS-2179 10 µM y/o 2MeSAMP 100 
µM. Los registros A, B, C y D corresponden a un experimento tipo para cada condición. Como 
control de la respuesta, las células se estimularon con UTP 100 µM después de la estimulación 
con 2MeSADP. En el panel inferior, cada barra corresponde a la media ± SEM de al menos 
cuatro experimentos realizados por triplicado. 
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Figura 35.- Efecto de la toxina pertussis sobre las respuestas de calcio inducidas por 
2MeSADP y UTP. Las células se pretrataron con 1µg/mL de toxina pertussis durante dos horas 
antes de la estimulación con los agonistas. A y C.- Registros de calcio de poblaciones control de 
astrocitos. B y D.- Registros de calcio de poblaciones de astrocitos tratadas con toxina pertussis. 
Donde se indica las células se preincubaron 3 minutos con 10 µM MRS-2179. El gráfico inferior 
corresponde a la media ± SEM de tres experimentos realizados en duplicado.
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1.3.2.- Caracterización de las respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP en astrocitos 
individuales.
El estudio de las respuestas de calcio en células individuales se realizó mediante 
ensayos microfluorimétricos con la sonda fura-2 en un microscopio acoplado a un sistema de 
video-imagen. Como era de esperar, todas las células ensayadas respondieron a estimulaciones 
con 10 µM 2MeSADP con señales intracelulares de calcio similares a las inducidas por UTP 
en las mismas condiciones experimentales (figura 36). Los incrementos de fluorescencia, 
representados como el cociente de F
340
/F
380
, variaron de una células a otras entre 0,022 y 
0,088 (0,051 + 0,002, n = 224 células).
No todas las células presentaron la misma sensibilidad a MRS-2179. Como se 
muestra en la figura 37, pudimos distinguir tres poblaciones. El 38% de las células eran 
prácticamente insensibles a la incubación con el antagonista, siendo en algunos casos la 
respuesta en presencia del MRS-2179 mayor a la registrada en ausencia del mismo, el 49% 
mostraba una magnitud de respuesta entre el 30% y el 70% de la respuesta observada sin 
preincubar con el antagonista, y solamente en el 13% de las células la movilización de 
calcio intracelular se bloqueaba por completo. Cuando se realizaron estudios similares, en 
presencia de MRS-2179 y 2MeSAMP, se obtuvo el mismo patrón de respuesta. Estos datos 
indican que las señales de calcio inducidas por 2MeSADP deben estar mediados por dos 
receptores, el receptor P2Y1, sensible a MRS-2179, y otro receptor diferente, probablemente 
el receptor P2Y
13
-like. 
Figura 36.- Respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP y UTP en células individuales. 
Los astrocitos, cargados con la sonda Fura-2, se estimularon durante 30 s con 2MeSADP 10 
µM o UTP 100 µM. En la figura se muestra una respuesta tipo a ambos agonistas de una misma 
célula.
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Figura 37.- Efecto de los antagonistas MRS-2179 y 2MeSAMP sobre las respuestas de 
calcio inducidas por 2MeSADP en astrocitos individuales. Las células cargadas con Fura-2, 
se estimularon con 2MeSADP 10 µM durante 30 segundos. Donde se indica se llevó a cabo 
la preincubación durante 3 minutos con 10 µM MRS-2179 en ausencia o presencia de 100 µM 
2MeSAMP. La figura muestra registros de tres células representativas de las subpoblaciones 
encontradas en función de la sensibilidad a la inhibición por MRS-2179. Los porcentajes de 
cada una de las subpoblaciones se representan en el diagrama circular.
 Con el fin de poder discriminar entre los dos receptores y conocer el umbral de 
activación de cada uno de ellos, realizamos una curva dosis-respuesta para 2MeSADP en 
ausencia y presencia de MRS-2179 (figura 38A). Los valores de EC
50
 obtenidos fueron 14,19 
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± 2,35 nM y 1,44 ± 0,25 µM, respectivamente. Como se muestra en la figura, en ausencia 
del antagonista, el efecto máximo se alcanzó con 2MeSADP 1 µM. Ahora bien, analizando 
las curvas dosis-respuestas más detalladamente, se observa que a 100 nM se obtuvo 
prácticamente la respuesta máxima y que la movilización de calcio en dichas condiciones era 
completamente sensible a MRS-2179. Estos resultados sugieren que el receptor responsable 
de las respuestas inducidas por 100 nM 2MeSADP es el receptor P2Y1, mientras que a 
concentraciones más elevadas se estaría activando otro receptor, cuyo umbral de activación 
es mucho más alto, con un valor de EC
50
 100 veces mayor. En la figura 38B, se muestra un 
ejemplo de la movilización de calcio inducida por 100 nM 2MeSADP y como se bloquea 
completamente por la preincubación con MRS-2179, mientras que  dicho tratamiento no 
afecta a las respuestas inducidas por 10 µM de agonista. 
Figura 38.- A.- Curvas dosis respuesta de 2MeSADP en presencia o ausencia de MRS-
2179. Las células se preincubaron en presencia (○) o ausencia (■) de MRS-2179 10 µM durante 
3 minutos, antes de la estimulación con diferentes concentraciones del agonista 2MeSADP. Los 
porcentajes de respuesta se calcularon respecto a la respuesta máxima de calcio obtenida con 
2MeSADP 10 µM en presencia o ausencia del antagonista. Los datos representan la media ± 
SEM de aproximadamente 100 células para cada condición. B.- Efecto del MRS-2179 sobre 
las respuestas inducidas por 2MeSADP. Los registros son representativos de las respuestas 
registradas al estimular las células con 100 nM 2MeSADP en ausencia o presencia de MRS-
2179, así como de la movilización de calcio observada cuando, a continuación, los astrocitos se 
estimularon con 10 µM de agonista.
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1.4.- Exploración de la fosforilación mediada por nucleótidos de distintas proteínas 
intracelulares.
Con el objetivo de profundizar en la señalización de los receptores de ADP presentes 
en los astrocitos de rata, decidimos analizar la activación inducida por 2MeSADP de una serie 
de proteínas claves en señalización y compararla con el efecto del UTP. Para ello se enviaron 
extractos de células estimuladas con estos compuestos, junto con un extracto control sin 
estimular, a la empresa Kinexus Bioinformatics Corporation. Esta empresa realiza ensayos 
de fosforilación utilizando un sistema de exploración de proteínas fosforiladas, denominado 
KinetworksTM, basado en la técnica de inmunotransferencia. Como se muestra en la figura 
39, la estimulación con ambos agonistas indujo cambios en el estado de fosforilación de 
varias de las proteínas testadas. 
Figura 39.- Exploración de la fosforilación de proteínas inducida por ATP y UTP. Las 
células se estimularon durante cinco minutos con 10 µM 2MeSADP o UTP 100 µM. Los extractos 
se recogieron siguiendo las instrucciones dadas por los laboratorios Kinexus Bioinformatics 
Corporation donde se realizaron los estudios de fosforilación. La figura muestra el diagrama de 
barras proporcionados por Kinexus. En él se comparan los niveles de fosforilación obtenidos 
en las muestras control y estimuladas con 2MeSADP o UTP. La cuantificación de las bandas 
se realiza en unidades de intensidad por mm en un tiempo de medida de 60 segundos (CPM) 
normalizados en función de la cantidad de proteína de cada muestra. En rojo se indican las 
variaciones de las proteínas en las que se centraron los estudios posteriores, PKCm (actualmente 
denominada PKD) y ERK1/2. De las diferentes isoformas se han marcado aquellas que por su 
peso molecular coinciden con las detectadas por los anticuerpos que han sido utilizados en 
nuestro laboratorio. 
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Entre las enzimas cuyo grado de fosforilación más se incrementó se encuentran 
proteínas implicadas en apoptosis, supervivencia, proliferación y migración, por ejemplo, 
GSK3 (Glucogeno sintasa quinasa 3), PKB (Proteína quinasa B), las proteínas ERKs 
(quinasas reguladas extracelularmente) o FAK (Quinasa de adhesión focal), figura 40.
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Figura 40.- Efecto de 2MeSADP y UTP sobre la fosforilación de distintas proteínas 
intracelulares. Se muestra uno de los geles proporcinados por Kinexus para cada agonista. 
Cada uno de ellos consta de 21 calles, en cada una de las cuales se detectan varias proteínas. 
Los diagramas de la derecha muestran los incrementos en los niveles de fosforilación de 
aquellas proteínas donde se produce más variación respecto al control. Según las instrucciones 
de Kinexus, el efecto es significativo si la diferencia es superior al 25%. 
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1.5.- Activación de la proteína ERK inducida por la estimulación con 2MeSADP en 
astrocitos de cerebelo.
Como se ha mostrado en el apartado anterior, el 2MeSADP y el UTP inducían un 
incremento considerable de la fosforilación de las proteínas ERKs. Por tanto, decidimos 
centrarnos en el estudio de esta cascada de señalización, cuya activación por los tres receptores 
de ADP ha sido descrita en varios tipos celulares con diferentes efectos fisiológicos (Sellers 
y cols., 2001; Grobben y cols., 2001; Communi y cols., 2001b; Mamedova y cols., 2006). 
Para determinar el efecto de los nucleótidos sobre las proteínas ERKs, llevamos a cabo 
experimentos de inmunotransferencia con anticuerpos que reconocen la forma fosforilada y 
no fosforilada de dichas proteínas. La estimulación de las células con 2MeSADP produce un 
incremento de la forma fosforilada de ERK1/2, inferior al inducido por UTP, que se abolió 
al tratar a los astrocitos con inhibidores de las quinasas responsables de la activación de estas 
enzimas, las proteínas MEKs (figura 41). 
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Figura 41.- Fosforilación de la proteína ERK inducida por 10 µM 2MeSADP. La 
figura muestra un experimento tipo, realizado con extractos obtenidos de astrocitos 
estimulados con 10 µM 2MeSADP o 100 µM UTP durante cinco minutos. Donde se 
indica se llevó a cabo la preincubación durante 30 minutos con 10 µM U-0126. 
La respuesta a 2MeSADP era dosis dependiente con un valor de EC
50
 de 48,5 ± 5,92 
nM. El nivel máximo de fosforilación se alcanzó a una concentración de 1 µM, aunque el 
efecto observado a 1-10 nM ya era bastante elevado (figura 42A). Estos resultados son muy 
similares a los calculados para la inhibición de la adenilato ciclasa inducida por 2MeSADP. 
Con el objetivo de determinar que receptor era el responsable de esta respuesta, realizamos 
el mismo experimento en presencia del antagonista del receptor P2Y1, MRS-2179. Como 
se observa en la figura 42B, la curva dosis respuesta era muy similar a la obtenida en 
ausencia del antagonista, con un valor de EC
50
 de 20,98 ± 2,20 nM, lo que parece descartar 
la participación del receptor P2Y1. 
127
Resultados
Figura 42.- Curvas dosis respuesta de la fosforilación de las proteínas ERKs 
inducida por 2MeSADP en presencia y ausencia de MRS-2179. A.- Los astrocitos 
se estimularon durante cinco minutos con diferentes concentraciones de 2MeSADP. B.- 
Las células se preincubaron durante tres minutos con MRS-2179 10 µM antes de llevar 
a cabo la estimulación con el agonista. Las gráficas inferiores muestran la media ± SEM 
de tres experimentos realizados con cultivos diferentes.
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 Como se observa en la figura 43, la fosforilación inducida por 2MeSADP 10 
µM fue transitoria. El máximo efecto se produjo a los cinco minutos de estimulación, 
recuperándose los niveles basales a la hora de incubación. Estos resultados 
coinciden con los descritos para el receptor P2Y
13
 (Communi y cols., 2001b).
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Figura 43.- Fosforilación de la proteína ERK inducida por 2MeSADP a diferentes tiempos. 
Los astrocitos se estimularon con 10 µM 2MeSADP durante diferentes tiempos. El panel 
superior muestra un experimento tipo. La gráfica inferior corresponde a la media ± SEM de 
cuatro experimentos realizados con cultivos diferentes.
 Con el objetivo de identificar el mecanismo por el cual 2MeSADP induce la activación 
de las ERKs, estudiamos el efecto de diferentes tratamientos sobre las respuestas inducidas 
por este agonista a concentración 10 µM. Como se observa en la figura 44, la presencia o 
ausencia de MRS-2179 no afectó a la fosforilación de estas proteínas en ninguno de los 
tratamientos testado. En la misma figura, se muestra como la respuesta se bloqueó por el 
tratamiento con toxina pertussis, indicando que en la respuesta está implicada una proteína 
Gi/o. Este resultado, de nuevo, parece indicar que el receptor responsable de la respuesta es 
el receptor P2Y
13
-like, ya que los trabajos de otros grupos confirman que, tanto el receptor 
P2Y12 como el receptor P2Y13, activan la cascada de las MAPKs a través de proteínas Gi/o 
(Grobben y cols., 2001; Communi y cols., 2001b), mientras que en el caso del receptor P2Y1 
la activación de las ERKs está mediada por proteínas insensibles a toxina pertussis (Sellers 
y cols., 2001). En la misma figura, se muestra como la respuesta inducida por 2MeSADP 
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no se modificó al quelar el calcio intracelular con BAPTA-AM. Este compuesto es capaz de 
atravesar la membrana plasmática y, una vez en el interior celular, es hidrolizado por esterasas. 
De esta forma, queda confinado en el citoplasma, donde se une al calcio intracelular. Por el 
contrario, la fosforilación de las proteínas ERKs inducida por 2MeSADP fue bloqueada 
por el tratamiento prolongado con esteres de forbol, sugiriendo la participación de PKCs 
reguladas por DAG, y por el inhibidor de las proteínas Src, PP2 (Karni y cols., 2003).
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Figura 44.- Efecto de diferentes tratamientos sobre la fosforilación de la proteína ERK 
inducida por 2MeSADP en astrocitos tipo 1. Antes de la estimulación con 10 µM 2MeSADP, 
las células se preincubaron con los compuestos indicados: MRS-2179 10 µM durante 3 minutos, 
toxina pertussis 100 ng/mL o  PDBu 200 nM durante 18 horas o PP2 10 µM durante 30 minutos. 
En el panel superior se muestra un experimento tipo de cada condición. La grafica inferior 
corresponde a la media ± SEM de al menos tres experimentos obtenidos para las estimulaciones 
con 2MeSADP en ausencia de MRS-2179. La gráfica obtenida en presencia del antagonista, no 
difiere significativamente de la aquí representada. * comparación entre el basal y la respuesta a 
2MeSADP. #, ns comparación entre los diferentes tratamientos y el efecto de 2MeSADP.
Los resultados anteriores parecen indicar que los astrocitos de cerebelo de rata 
coexpresan dos receptores de ADP, el receptor P2Y1 y el receptor P2Y13-like. El primero de ellos 
estaría acoplado a la movilización de calcio a bajas concentraciones de agonista, mientras que 
la activación del receptor P2Y
13 
induciría la inhibición de la adenilato ciclasa, la movilización 
de calcio intracelular a altas concentraciones y la activación de la cascada de las MAP quinasas. 
130
Resultados
1.6.- Expresión de los receptores P2Y1 y P2Y13 en células de astrocitoma 1321N1.
 Con el proposito de profundizar en la señalización mediada por los receptores P2Y1 
y P2Y
13
 decidimos expresarlos de manera estable en células de astrocitoma 1321N1. Esta 
línea celular ha sido ampliamente utilizada en el estudio de receptores purinérgicos, ya que 
no expresa ningún tipo de receptor de nucleótidos de manera endógena y posee toda la 
maquinaria necesaria para la transducción de señales utilizada por estos receptores.
 A partir de cDNA de células sanguíneas humanas se obtuvo el DNA que codifica para 
el receptor P2Y
13
. Posteriormente esta secuencia se clonó en el plásmido pZeoSV, que posee 
un gen de resistencia a zeocina, como se describe en el apartado de Métodos y se llevó a cabo 
la transformación de bacterias competentes E. Coli TOP10F. Una vez obtenido el plásmido 
con el inserto de la secuencia del receptor P2Y
13
 se transfectaron las células de astrocitoma 
1321N1, así como una línea derivada de ésta, denominada CL5010, que expresaba de manera 
estable el receptor  P2Y1.
 La selección de los clones que expresaban los receptores funcionales se realizó 
mediante medidas de AMPc utilizando un kit radiactivo que emplea 125I. Los resultados se 
muestran en la figura 45, donde se observa que el número de clones positivos obtenidos en 
las células que expresaban los dos subtipos de receptores era mas elevado que en aquellas 
células que solo expresaban el receptor P2Y
13
. Por otro lado, el porcentaje de inhibición, un 
40% aproximadamente, fue mayor en el primer caso y no se modificó por la preincubación 
con MRS-2179 10 µM, tal y como ocurría en los experimentos de medida de AMPc realizados 
en astrocitos descritos en el apartado 1.2 del capítulo de Resultados. 
Figura 45.- Inhibición de la producción de AMPc inducida por 2MeSADP 10 µM en células 
de astrocitoma transfectadas con el receptor P2Y13 (1321N1) o con los receptores P2Y1 y 
P2Y13 (CL5010). Las células se estimularon con Forskolina 10 µM o se coestimularon con este 
activador de la adenilato ciclasa y 2MeSADP 10 µM durante 5 minutos. Los experimentos se 
realizaron en presencia del inhibidor de fosfodiesterasas IBMX 100 µM. La medida de AMPc 
de los extractos celulares obtenidos se llevó a cabo con un kit comercial que emplea 125I. Los 
valores en negro corresponden al porcentaje de clones en los que se observó una disminución 
en la producción de AMPc al coestimular con Forskolina y 2MeSADP. En gris aparecen los 
porcentajes de clones en los que no se detectó variación. El valor subrayado indica la media ± 
SEM de los porcentajes de inhibición inducida por 2MeSADP en los clones positivos.
40 ± 9 %
66%
34%
CL5010 + P2Y13
N = 18 clones
11%
89%
29 ± 8 %
1321N1 + P2Y13
N = 36 clones
Clones positivos
Clones negativos
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2.- CARACTERIZACIÓN DEL RECEPTOR DIANA DE BZATP EN ASTROCITOS 
DE CEREBELO DE RATA Y SUS VíAS DE SEÑALIZACIÓN INTRACELULAR.
Aunque en principio el receptor P2X
7
 fue identificado como el antiguo receptor P2Z 
citolítico característico y exclusivo de macrófagos y otras células del sistema inmune, como 
células dendríticas y microglía (Surprenant y cols., 1996), recientemente se ha descrito en 
otros tipos celulares, incluidas neuronas y astrocitos, donde lejos de inducir muerte celular 
podría participar en procesos de neuroprotección y neurotransmisión (Deuchars y cols., 
2001; Panenka y cols., 2001; Kukley y cols., 2001; Hervas y cols., 2003; Fellin y cols., 2006; 
Anderson y Nedergaard, 2006). Por ello, decidimos estudiar su presencia y posible función 
en nuestro modelo celular. 
En trabajos anteriores, se había demostrado que los astrocitos de cerebelo de rata 
únicamente expresaban receptores metabotrópicos de ATP, receptores P2Y2/P2Y4, ya que 
en ausencia de calcio extracelular ATP y UTP inducían respuestas idénticas a las observadas 
cuando dicho ión estaba presente en el medio extracelular. Además, los astrocitos eran 
insensibles a estimulaciones con α,β-meATP, agonista selectivo de los receptores ionotrópicos 
tipo P2X1 y P2X3. Sin embargo, estos estudios no excluían la presencia del receptor P2X7 que, 
al tratarse de un receptor de baja afinidad para ATP, requiere para su activación concentraciones 
de rango mM, que no se habían ensayado. Estos resultados contrastan con los que se han 
obtenido en astrocitos de otras zonas de cerebro, tales como corteza, hipocampo y nucleus 
accumbens, en los cuales se coexpresan receptores de nucleótidos tanto ionotrópicos como 
metabotrópicos (King y cols., 1996; Kukley y cols., 2001; Fumagalli y cols., 2003; Fellin y 
cols., 2006). 
En primer lugar y con el propósito de analizar la presencia del receptor P2X
7
 en los 
astrocitos de cerebelo, las células se estimularon durante una hora con un potente agonista 
de este receptor, el BzATP (North, 2002), y se chequeó la viabilidad celular (figura 46). 
Mediante estos ensayos se comprobó que la estimulación prolongada con BzATP, lejos de 
inducir la lisis celular, producía una serie de cambios morfológicos que no se reproducían 
con ningún otro nucleótido. Por tanto, el BzATP estaría interaccionando con otro receptor, 
siendo el candidato más idóneo el receptor P2X
7
. El BzATP se ha utilizado ampliamente como 
agonista específico del receptor P2X
7
, ya que es mucho mas potente que el ATP, sin tener en 
cuenta que no es totalmente selectivo para este subtipo de receptor (Bianchi y cols., 1999). El 
BzATP también puede activar otros receptores de nucleótidos ionotrópicos y metabotrópicos. 
Así, este nucleótido tiene como diana a las subunidades P2X1 y P2X3, a las que se une con 
la misma afinidad que al receptor P2X
7 
(nM), y al receptor P2Y11. Estas interacciones están 
totalmente descartadas en nuestro modelo celular (Jimenez y cols., 2000). La presencia de 
subunidades P2X1 y P2X3, al menos funcionales, quedó excluida al no observarse respuestas 
ionotrópicas a α,β-meATP. Asimismo, tampoco se detectó la expresión del receptor P2Y11. 
A partir de estos datos, se podría pensar que las acciones de BzATP están mediadas por un 
receptor P2X
7
-like, cuya activación no induce lisis celular.  
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2.1.- Identificación de las subunidades P2X en astrocitos de cerebelo tipo1.
 Como se ha comentado en la Introducción, todos los estudios de coexpresión 
heteróloga de las diferentes subunidades P2X pusieron de manifiesto que las subunidades 
P2X
7
 no coensamblablan con ningún otro subtipo, por ello durante mucho tiempo se 
pensó que los receptores P2X
7
 endógenos eran receptores homoméricos. Sin embargo, se 
ha comprobado que todos los tejidos que poseen receptores P2X
7
 funcionales, incluidos 
macrófagos y microglía, también expresan subunidades P2X
4
, a las que todavía no se les ha 
asignado ninguna función. Este hecho ha llevado a proponer recientemente que tal vez exista 
un coensamblaje o una interacción entre las subunidades P2X
4
 y P2X
7 
(Guo y cols., 2007) 
formando un receptor funcional que, al igual que el receptor homomérico P2X
7
, se activaría 
preferencialmente por BzATP.
Con el propósito de determinar que receptor estaba mediando las acciones tróficas 
de BzATP, decidimos analizar qué subunidades P2X se expresaban en los astrocitos 
de cerebelo. Para ello, se llevó a cabo la detección del RNAm de los diferentes subtipos 
mediante experimentos de RT-PCR a partir de RNA obtenido de diferentes cultivos tal y 
A
B
Control
Control
BzATP
BzATP
Figura 46.- BzATP induce cambios morfológicos en los astrocitos de cerebelo. Las células 
se incubaron durante 1 hora con BzATP 100 µM. A continuación, se adicionó una mezcla de 
calceína/homodímero-1 de etidio que nos permitió distinguir las células viables de las que no 
lo eran. A.- Imagen en contraste de fase de los astrocitos antes (control) y después de la 
incubación (BzATP). B.- Fluorescencia emitida por las células vivas (verde) y muertas (rojas) 
antes y después del tratamiento. 
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como se describe en Métodos. Como se muestra en la figura 47, se detectaron niveles altos 
de expresión del RNAm para las subunidades P2X1, P2X3, P2X4 y P2X7, mientras que apenas 
se obtuvo señal para las subunidades P2X2, P2X5 y P2X6. La ausencia de la subunidad P2X5 
no es sorprendente, ya que esta subunidad no se expresa en cerebelo. La falta de mensajero 
de las subunidades P2X2 y P2X6, concuerda los resultados obtenidos previamente, ya que en 
los astrocitos de cerebelo de rata no se observaron respuestas ionotrópicas a ATP 100 µM 
(Jimenez y cols., 2000), al contrario de lo que ocurre en neuronas de Purkinje y neuronas 
granulares de cerebelo (Garcia-Lecea y cols., 1999 2003), donde estas subunidades son muy 
abundantes.
 La presencia de las subunidades P2X también se estudió a través de experimentos 
de inmunocitoquímica, mediante los cuales solamente se detectaron las proteínas de las 
subunidades P2X
4
 y P2X
7
, sin obtenerse ningún tipo de marcaje con los anticuerpos que 
reconocen a las subunidades P2X1 y P2X3 y que habían sido probados, con resultados 
P2X6 P2X5 P2X7
P2X1 P2X2
1 2 3 4 1 2 3 4M
P2X4P2X3
1 2 3 4 1 2 3 4M
Figura 47.- Detección del mRNA de las diferentes subunidades P2X en astrocitos tipo 1. 
Los productos de PCR para cada receptor se separaron en geles de agarosa al 2% (calle 2 de 
cada gel). Como control de expresión se utilizó RNA total obtenido de cerebelo completo (calle 
4). Para cada receptor se realizó un control con agua en vez de cDNA (calle 1) y en ausencia 
de RT (calle 3). El tamaño de las bandas se determinó usando como patrones de RNA una 
escalera de 100 pb. 
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positivos, en otros modelos celulares empleados en nuestro laboratorio, por ejemplo en 
neuronas granulares de cerebelo (Hervas y cols., 2003). Como se puede apreciar en la figura 
48, la distribución del marcaje obtenido para las subunidades P2X
4
 y P2X
7
 es bastante 
diferente, las subunidades P2X
4
 colocalizan con la distribución de la proteína GFAP, mientras 
que el marcaje obtenido con el anticuerpo frente a las subunidades P2X
7
 es punteado y 
aparece distribuido por toda la membrana. Un marcaje similar para ambas subunidades ha 
sido descrito en macrófagos alveolares de rata, en astrocitos de corteza o en células HEK-
293, donde dicho receptor ha sido expresado de forma heteróloga (Panenka y cols., 2001; 
Bowler y cols., 2003; Amstrup y Novak, 2003). También se detectó la expresión del receptor 
en el núcleo igual que ocurre en neuronas hipocampales (Atkinson y cols., 2002). En muchos 
casos la expresión de mRNA no se correlaciona con la presencia de la proteína, como ocurre 
en esta ocasión con las subunidades P2X1 y las subunidades P2X3. La ausencia de estas dos 
subunidades corrobora los ensayos funcionales, ya que en los astrocitos de cerebelo no se 
detectaron respuestas de calcio al estimularlos con α,β-meATP (Jimenez y cols., 2000). 
A
D
B
C
Figura 48.- Detección inmunocitoquímica de las subunidades P2X4 y P2X7 en astrocitos de 
cerebelo. Las células se fijaron con una solución de paraformaldehido al 4%. Posteriormente, 
se llevó a cabo la identificación celular con anticuerpos específicos. A y C. Marcaje positivo con 
el anticuerpo frente a GFAP (1:200) revelado con FITC (1:500). B. Marcaje con el anticuerpo 
frente a la subunidad P2X4 (1:100). D. Marcaje con el anticuerpo frente a la subunidad P2X7 
(1:100). También se emplearon anticuerpos frente a las subunidades P2X1 y P2X3, ambas a 
una dilución 1:100. En ningún de los dos casos se obtuvo marcaje. Todas las subunidades se 
revelaron con Cy3 (1:400).
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2.2.- Caracterización de las respuestas de calcio inducidas por BzATP en astrocitos de 
cerebelo.
 El receptor P2X
7
 es un receptor ionotrópico cuya estimulación produce la entrada de 
calcio extracelular. Por ello, con el objetivo de estudiar la funcionalidad de las subunidades 
P2X
7
 detectadas por inmunocitoquímica, se analizaron las señales de calcio intracelulares 
inducidas por BzATP. 
2.2.1.- Análisis de las respuestas de calcio inducidas por BzATP en poblaciones de 
astrocitos tipo 1.
 Como se muestra en la figura 49, la estimulación de las células con 100 µM de 
BzATP indujo señales intracelulares de calcio con una cinética que difiere de la inducida 
por otros nucleótidos. Las respuestas obtenidas al estimular los astrocitos con UTP o ATP 
eran transitorias, recuperándose los niveles basales de calcio durante el primer minuto de 
estimulación. Por el contrario, la respuesta inducida por BzATP, no sólo no decaía en presencia 
del agonista si no que iba aumentando con el tiempo. El receptor P2X
7
 es un receptor que 
no se desensibiliza en presencia del agonista, al contrario, las corrientes mediadas por este 
receptor se mantienen durante varios minutos, y aplicaciones largas del agonista inducen un 
aumento en la permeabilidad, acompañadas de un incremento en la amplitud de la corriente 
(North, 2002). 
UTP 100 M BzATP 100 MATP 100 M
100 s
20
0 
nM
Figura 49.- Respuestas de calcio inducidas por diferentes agonistas P2 en poblaciones 
de astrocitos. Las células se estimularon con diferentes nucleótidos a una concentración de 
100 µM. La figura muestra un registro representativo de las respuestas a cada agonista.
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Ya se ha comentado que, en algunos tipos celulares, el receptor P2X
7
, además de 
regular el paso de iones a través de la membrana, también puede inducir la formación de 
un poro no selectivo mediante el reclutamiento de diversas proteínas. Para estudiar si este 
proceso tenía lugar en nuestro modelo celular, se analizó la entrada de la sonda fluorescente 
Yo-Pro-1 en paralelo al análisis de las respuestas de calcio.  En la figura 50, aparece un registro 
representativo de la medida de fluorescencia emitida por la sonda en poblaciones de astrocitos 
tras la estimulación con BzATP. Como se puede apreciar, no se registraron cambios en la 
fluorescencia a pesar de realizar 3 aplicaciones sucesivas de BzATP 100 µM. Únicamente 
se observaron incrementos en la fluorescencia tras la adicción de Tritón X-100. El ligero 
incremento transitorio que se produce tras la adición de BzATP a la cubeta, es un artefacto 
debido a la emisión de fluorescencia del BzATP en estas condiciones experimentales, ya 
que dicha variación también se detecta en ausencia de las células y de la sonda fluorescente. 
Estos experimentos confirman que en nuestro modelo celular la estimulación prolongada del 
receptor de BzATP, el receptor P2X
7
-like,  no induce muerte celular. 
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Figura 50.- Registro de la fluorescencia emitida por la sonda Yo-Pro-1. En trazo discontinuo 
se representa una respuesta tipo de calcio a BzATP de una población de células en suspensión. 
La línea continua corresponde a la medida de la fluorescencia de la sonda Yo-Pro-1 registrada 
en otra población de astrocitos idéntica a la anterior. Donde se indica se adicionó 100 µM 
BzATP o Triton X-100 (0,3%). Se realizaron controles sin células y sin Yo-Pro-1 que pusieron de 
manifiesto que las variaciones de fluorescencia observadas al aplicar BzATP eran debidas a la 
fluorescencia emitida por este compuesto a 509 nm cuando se excita a 490 nm.
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 Debido a que las concentraciones de ATP, inferiores o iguales a 100 µM, empleadas 
hasta el momento no son suficientes para activar al receptor P2X
7
, decidimos ensayar 
concentraciones mas elevadas de ATP, hasta 3 mM. Como se muestra en la figura 51, no se 
observaron diferencias apreciables ni en la cinética ni en la magnitud de las respuestas de 
calcio, siendo además comparables a las obtenidas con 100 µM ATP o UTP. Estos resultados 
indican que ATP, incluso a concentraciones milimolares y UTP actúan a través del mismo 
receptor, los receptores metabotrópicos P2Y
2/4
, distribuidos homogéneamente en toda la 
población de astrocitos, y que las respuestas de calcio inducidas por BzATP deben estar 
mediadas por un receptor diferente. Para determinar si el receptor P2X
7
 era la diana de BzATP 
y cual era su distribución en la población de astrocitos, se llevó a cabo la caracterización de 
las respuestas de calcio a este agonista en células individuales y la comparación de éstas con 
las inducidas por UTP y 2MeSADP previamente caracterizadas (Jimenez y cols., 2000).
2.2.2.- Caracterización de las respuestas de calcio producidas por BzATP en astrocitos 
individuales.
 Todas las células ensayadas respondieron a estimulaciones con 100 µM BzATP con 
señales intracelulares de calcio (92% de n=1779 células). En la figura 52, se muestra un 
registro de fluorescencia típico de un astrocito tras la estimulación con 100 µM BzATP 
durante 30 segundos. La cinética de la respuesta de calcio, representada como el cociente 
F
340
/F
380
, es bastante similar a las obtenidas al estimular con 10 µM 2MeSADP o 100 µM 
ATP 100 M ATP 300 M ATP 1 mM
100 s
20
0 
nM
ATP 3 mM
Figura 51.- Respuestas de calcio producidas por diferentes concentraciones de ATP en 
poblaciones celulares. Los astrocitos en suspensión se estimularon con 100 µM, 300 µM, 1 
mM o 3 mM de ATP. Se muestran registros representativos obtenidos con cada concentración.
138
Resultados
UTP. Los valores de la altura del pico inicial de la respuesta  fueron de 0,38 ± 0,02, 0,28 ± 
0,02 y 0,29 ± 0,02  para 2MeSADP, UTP y  BzATP, respectivamente. Las aplicaciones de 
los agonistas se realizaron en un orden aleatorio, dejando un intervalo de 5 a 10 minutos de 
recuperación entre las diferentes aplicaciones.
Figura 52.- Respuestas de calcio inducidas por diferentes agonistas P2 en astrocitos 
individuales. Las células se estimularon durante 30 s con 2MeSADP 10 µM, UTP 100 µM o 
BzATP 100 µM. Los registros de la izquierda muestran un registro de cada agonista. La gráfica 
inferior representa la media ± SEM de 361, 712 y 1021 células, obtenidas de diferentes cultivos, 
estimuladas con 2MeSADP, UTP y/o BzATP, respectivamente.
Como se muestra en la figura 53, la respuesta a BzATP era dosis dependiente con un 
valor de EC
50
 de 15,3 ± 3,5 µM, obteniéndose la respuesta máxima a 300 µM BzATP. Estos 
datos coinciden con lo descrito por otros autores (Jiang y cols., 2000b). 
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Figura 53.- Curva dosis respuesta para BzATP. Los astrocitos se estimularon durante 
30 segundos con diferentes concentraciones de agonista. Los porcentajes de respuesta se 
calcularon respecto a la respuesta inducida por 100 µM de BzATP. Cada punto representa la 
media ± SEM de 5 experimentos realizados con células de diferentes cultivos. 
Teniendo en cuenta que el receptor P2X
7
 no se desensibiliza cuando se estimula 
de manera prolongada con el agonista, decidimos estudiar que sucedía si se realizaban 
aplicaciones mas largas, de entre 3 y 5 minutos. Al estimular los astrocitos con 100 µM 
BzATP durante varios minutos, en la mayoría de las células se distinguían dos componentes, 
un componente inicial transitorio seguido de otro sostenido que se mantenía mientras duraba 
la aplicación del agonista. Este comportamiento no fue reproducido ni por UTP 100 µM ni 
por ATP 1 mM, figura 54. 
Figura 54.- Respuestas de calcio inducidas por estimulaciones largas con diferentes 
nucleótidos en astrocitos cerebelosos. Las células fueron estimuladas durante 5 minutos 
con UTP 100 µM, ATP 1 mM o BzATP 100 µM. Se muestra un registro tipo de las respuestas a 
cada agonista.
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Un análisis mas detallado de las respuestas de calcio a BzATP, nos llevó a comprobar 
que esta respuesta bifásica se producía en el 83% de las células (tipo A y B de la figura 
55) con una magnitud variable del componente sostenido, mientras que el porcentaje de 
astrocitos que sólo presentaba una de las fases, sostenida o transitoria, era muy pequeño (tipo 
C y D de la misma figura).
El componente sostenido comienza a observarse a una concentración de 10 µM de 
agonista, a la que responden cerca de un 80% de las células, de las cuales aproximadamente 
un 35% presenta este componente (todas del tipo B de la figura 55). Al estimular con 30 µM 
BzATP, el porcentaje de cada cinética observado prácticamente coincide con el obtenido a 
100 µM. 
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Figura 55.- Diferentes tipos de respuestas de calcio inducidas por BzATP en astrocitos 
individuales de cerebelo. Las células se estimularon durante 3 minutos con BzATP 100 
µM. La figura muestra un registro característico de cada tipo de respuesta encontrada. En el 
diagrama circular se representa el porcentaje de cada uno de ellos de un total de 758 células 
procedentes de diferentes cultivos.
Ya que el receptor P2X
7
 es un receptor ionotrópico, decidimos estudiar qué sucedía 
al retirar el calcio del medio extracelular. Como se observa en la figura 56, el resultado fue 
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bastante sorprendente, porque mientras el componente sostenido se abolió completamente, el 
pico transitorio inicial no se modificó, lo que indicaba que estaba mediado por un mecanismo 
metabotrópico.
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Figura 56.- Efecto de la eliminación del calcio extracelular sobre la respuesta inducida 
por BzATP en astrocitos de cerebelo. Las células se perfundieron durante 3 minutos con 
solución locke normal a la que se le había quelado el calcio con una mezcla 1:1 (v/v) de Tris 1M/
EGTA 1M antes ser estimuladas 3 minutos con 100 µM BzATP. 
Con el objetivo de establecer el tipo de proteína G implicada en el componente  de las 
respuestas de calcio a BzATP que no se eliminaba al retirar el calcio, se trataron las células 
con 100 ng/mL de toxina pertussis durante 18 horas. Dicho tratamiento apenas afectó a la 
respuesta del agonista, figura 57. 
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Figura 57.- Efecto de la toxina pertussis sobre la respuesta inducida por BzATP en 
astrocitos de cerebelo. Las células se trataron toda la noche con 100 ng/mL de toxina pertussis 
antes ser estimuladas 30 segundos con 100 µM BzATP. En la figura se muestra una respuesta 
tipo para cada condición.
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Para determinar si en la respuesta a BzATP estaba implicada la fosfolipasa C, 
preincubamos 3 minutos las células con 3 µM U-73122, un inhibidor de esta enzima. En la 
figura 58, puede verse como el tratamiento bloqueaba el primer componente de la respuesta 
sin afectar al segundo. Como control se analizó el efecto sobre las respuestas a UTP, las 
cuales se eliminaron completamente al preincubar las células con U-73122. El análogo 
inactivo de este inhibidor de la fosfolipasa C, denominado U-73343, no tuvo ningún efecto 
sobre las respuestas inducidas por BzATP o por UTP. 
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Figura 58.- Efecto del U-73122 y de su análogo inactivo, U-73343, sobre las respuestas a 
BzATP y UTP. Los astrocitos se perfundieron durante 3 minutos con 3 µM U-73122 o U-73343 
antes de ser estimulados 3 minutos, en su presencia, con 100 µM BzATP (A) o UTP (B). Se 
muestra un registro tipo de las repuestas obtenidas en cada condición.
En la figura 59, se muestra un diagrama resumen del efecto de los tratamientos arriba 
descritos sobre el pico transitorio inicial de la respuesta de calcio. Estos datos ponen de 
manifiesto que el receptor diana del BzATP presenta actividad metabotrópica vía fosfolipasa 
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C y actividad ionotrópica induciendo la entrada de calcio extracelular en la mayoría de las 
células. 
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Figura 59.- Efecto de los distintos tratamientos sobre el pico transitorio de la respuesta 
a BzATP. Los valores corresponden a la media ± SEM de al menos 3 experimentos realizados 
con células de cultivos diferentes.
2.2.2.1.- Efecto de los antagonistas de los receptores nucleotídicos.
 Para comprobar si en nuestro modelo el BzATP actuaba a través de un receptor 
P2X
7
-like, analizamos como afectaban los antagonistas BBG y PPADS a las respuestas 
a este agonista. Ya se ha comentado que el BBG permite diferenciar al receptor P2X
7
 de 
otros subtipos de receptores P2X si se utiliza a bajas concentraciones (10 nM-1 µM). Por 
otro lado, la sensibilidad del receptor P2X
7
 a PPADS, antagonista no selectivo de diversos 
receptores P2X, permite diferenciarlo del receptor P2X
4
, que es completamente insensible 
a este antagonista (Soto y cols., 1996). En la figura 60, se observa que ambos antagonistas 
modificaron las respuestas de calcio inducidas por BzATP aunque con diferentes efectos. El 
BBG abolió la fase sostenida de la respuesta, y únicamente redujo un 30% el componente 
metabotrópico (los  incrementos de fluorescencia del pico inicial en presencia de BBG 
fueron de 0.19 + 0.01, n = 80 células de tres cultivos diferentes), mientras que PPADS 
eliminó ambos componentes. Ninguno de los dos tratamientos modificó las respuestas de 
calcio inducidas por ATP. Estos resultados confirman que BzATP y ATP actúan a través de 
diferentes receptores. 
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2.2.2.2- Modulación de las respuestas a BzATP por iones.
Una de las características del receptor P2X
7 
es que sus respuestas se potencian en 
ausencia de cationes divalentes, los cuales bloquean el canal (Virginio y cols., 1997). La 
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Figura 60.- Efecto del BBG y PPADS en las respuestas de calcio inducidas por BzATP y ATP. 
Las células se estimularon durante 3 minutos con BzATP 100 µM o ATP 1 mM, donde se indica 
los astrocitos fueron preincubados 3 minutos con BBG 10 µM o PPADS 30 µM. Los registros 
superiores muestran una respuesta típica en cada condición. La gráfica inferior corresponde a 
la media ± SEM de 3 experimentos realizados con células de cultivos diferentes.
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inhibición por zinc y cobre permite diferenciar al receptor P2X
7 
de otros subtipos de receptores 
P2X. En primer lugar, analizamos el efecto de los iones Mg2+ y Zn2+ sobre el componente 
transitorio inicial de las respuestas de calcio inducidas por BzATP utilizando estimulaciones 
cortas con el agonista. Al incrementar la concentración de cationes divalentes en el medio, 
aumentando la concentración de Mg2+ o adicionando Zn2+, se observa, sobre todo en el 
primer caso, una pequeña disminución de la magnitud del pico inicial. Por el contrario, este 
componente de la respuesta no se ve afectado significativamente por la retirada completa de 
Mg2+ (figura 61A). Al realizar una curva dosis respuesta en ausencia de Mg2+, se obtuvo un 
valor de EC
50
 similar al obtenido en condiciones controles, lo que pone de manifiesto que la 
retirada de Mg2+ no afecta al componente metabotrópico (Figura 61B). 
Figura 61.- Efecto de los iones sobre las respuestas a BzATP. A.- Las células se perfundieron 
3 minutos con una solución con 100 µM Zn2+, 3 mM Mg2+ o sin Mg2+ antes de su estimulación, 
durante 30 s, con 100 µM de agonista preparado en el mismo medio. Los registros son 
representativos de cada una de las condiciones. En el diagrama inferior se indica la media ± 
SEM de al menos 3 experimentos realizados con diferentes cultivos. B.- Curva dosis respuesta 
para BzATP en ausencia de Mg2+. Los astrocitos se estimularon durante 30 s con BzATP en 
medio sin Mg2+ después de ser perfundidos durante 3 minutos en dicho medio. Los valores 
representan la media ± SEM de 3 experimentos realizados con distintos cultivos.
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Sin embargo, cuando se estudió el efecto de los cationes divalentes sobre el 
componente sostenido de las respuestas a BzATP se comprobó que en presencia de zinc o 
de concentraciones elevadas de magnesio se producía una disminución en el porcentaje de 
células que presentaba la cinética tipo A de la figura 55. A su vez, se produjo un aumento del 
porcentaje de células con las cinéticas tipo B y D. Por tanto, el aumento de la concentración 
de iones divalentes provocó una disminución de la magnitud del componente sostenido y un 
incremento del número de células con respuestas que únicamente presentaban el componente 
metabotrópico. Por el contrario, la retirada del magnesio aumentó el porcentaje de células 
con cinética tipo A y C, disminuyendo el número de células con respuesta tipo B. Dicho de 
otro modo, se incrementó la magnitud del componente sostenido, así como el porcentaje de 
astrocitos que solo tenían respuestas ionotrópicas. Los porcentajes de cada cinética en las 
diferentes condiciones se recogen en la figura 62.  
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Figura 62.- Efecto de los cationes divalentes sobre el porcentaje de los diferentes tipos 
de respuestas inducidas por BzATP. Las células se perfundieron 3 minutos con una solución 
con 100 µM Zn2+, 3 mM Mg2+ o sin Mg2+ antes de su estimulación, durante 3 minutos, con 100 
µM de agonista preparado en el mismo medio. Los registros son representativos de cada una de 
las condiciones. En el diagrama inferior se indica la media ± SEM de al menos 3 experimentos 
realizados con diferentes cultivos.
2.3.- Cascadas de señalización intracelular activadas por BzATP en los astrocitos 
cerebelosos de rata. 
 Los datos anteriores demuestran que los astrocitos de cerebelo expresan un receptor 
P2X
7
-like cuya activación no induce la formación de poro citolítico, sino que provoca una 
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serie de cambios morfológicos. Además, este receptor exhibe actividad metabotrópica e 
ionotrópica. 
Con el objetivo profundizar en las vías de señalización intracelular del receptor P2X
7
-
like e identificar el mecanismo responsable de las efectos tróficos del BzATP, decidimos 
analizar el estado de fosforilación de algunas proteínas, tales como la PKD y las ERKs, 
tras la estimulación con el nucleótido. Los motivos que nos llevaron a seleccionar estas 
proteínas fueron varios. En primer lugar, el gran paralelismo que existe entre la localización 
y distribución de PKD y de los receptores de nucleótidos. PKD, su sustrato Kidins220 y 
varios subtipos de receptores purinérgicos están presentes en terminaciones presinápticas, 
células dendríticas, monocitos y en otros muchos tejidos. En segundo lugar, los nucleótidos 
participan en muchos de los procesos en los que PKD está también implicada, como son 
proliferación, apoptosis, crecimiento, plasticidad sináptica… La tercera razón por la cual nos 
centramos en el estudio de PKD fue que ya existían evidencias que relacionaban al receptor 
P2X
7
 con esta enzima. Bradford y Soltoff (2002) habían descrito que este receptor activaba 
a PKD en glándulas salivares. Además, en los astrocitos cerebelosos ya habíamos detectado 
su activación tras la estimulación de los receptores P2Y2 con UTP en los estudios realizados 
por Kinexus. Finalmente, teniendo en cuenta que la PKD está implicada en el transporte 
de proteínas desde el trans-Golgi a la membrana, estos estudios permitirían analizar si los 
receptores de nucleótidos comparten esta vía de transporte. 
En diversos modelos celulares se ha comprobado que la PKD puede regular la 
cascada de las ERKs (Van Lint y cols., 2002). La activación de esta última vía por agonistas 
purinérgicos ya había sido establecida en trabajos anteriores del grupo (Jimenez y cols., 
2002). Además, estos resultados fueron corroborados con el ensayo de Kinexus. Con el 
objetivo de determinar si las dos rutas de señalización estaban relacionadas en los astrocitos 
de cerebelo, el estudio de los mecanismos a través de los cuales BzATP activaba ambas vías 
se realizó de manera paralela, utilizando en la mayoría de los casos los mismos extractos 
celulares. 
2.3.1.- Caracterización de la activación de PKD inducida por nucleótidos.
 Para estudiar si los receptores purinérgicos activaban a la PKD, se analizaron 
extractos de células estimuladas con diferentes agonistas nucleotídicos mediante ensayos de 
inmunostransferencia. El anticuerpo utilizado reconoce al residuo fosforilado de la Ser916  de 
PKD1, que se autofosforila cuando se produce la activación de la enzima y cuya detección 
ha sido ampliamente utilizada como medida de la activación de PKD1 (Matthews y cols., 
1999; Matthews y cols., 2000; Cabrera-Poch y cols., 2004). En la figura 63, se muestra que 
la estimulación de los astrocitos con UTP y BzATP 100 µM durante 5 minutos indujo un 
incremento en la fosforilación de PKD de 12-14 veces respecto al basal. Por el contrario, 
2MeSADP no modificó significativamente los niveles de activación de esta proteína. 
Como control positivo se estimularon las células con PDBu 200 nM durante 15 minutos. 
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Este tratamiento incremento 30 veces el grado de fosforilación de PKD. Al cuantificar los 
niveles de la PKD total, se observó una disminución de los niveles de la proteína en aquellas 
muestras donde se producía un aumento de la forma fosforilada de PKD1. Este hecho se 
debe a que el anticuerpo frente a la PKD total tiene menos afinidad por la forma fosforilada 
y como consecuencia, se detecta una pérdida de señal aunque los niveles totales de proteína 
no varían. Por este motivo, la cuantificación de la PKD total no puede emplearse como 
control de carga, en su lugar se llevó a cabo la detección de enzima gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa (GADPH), enzima metabólica cuyos niveles de expresión no se modifican 
por los tratamientos realizados.
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Figura 63.- Fosforilación de PKD1 inducida por nucleótidos. Las células se estimularon 
con los agonistas indicados: 2MeSADP 10 µM, UTP 100 µM, BzATP µM durante 5 minutos y 
PDBu 200 nM durante 15 minutos. Mediante experimentos de inmunotransferencia se detectó la 
presencia de p-PKD, utilizando el anticuerpo que reconoce el residuo p-Ser916, y PKD total. En 
el panel superior aparece un experimento tipo. En la gráfica inferior se representan las medias 
± SEM de al menos 6 experimentos para cada agonista realizados con diferentes cultivos. 
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 En la figura 64, puede verse que la activación de PKD por BzATP era dosis dependiente 
con un valor de EC
50
 próximo a 70 µM. Este valor es superior al obtenido para las respuestas 
de calcio, aunque en ambos casos son del mismo orden de magnitud. Además, la respuesta 
máxima para la activación de PKD, correspondiente a un incremento de 18 veces sobre 
el basal, también se alcanzó a 300 µM. Estas coincidencias sugieren que los dos tipos de 
respuesta están mediadas por el mismo receptor. 
Los estudios realizados con los antagonistas BBG y PPADS corroboraron que el 
receptor implicado en la activación de PKD es el receptor P2X
7
-like. En la figura 65, se 
muestra como la preincubación de los astrocitos con estos compuestos bloqueó totalmente 
la fosforilación de PKD1 inducida por BzATP. Como era de esperar, ninguno de los dos 
antagonistas afectó a la respuesta inducida por UTP. Una vez más, se pone de manifiesto 
que UTP y BzATP activan receptores diferentes, el receptor metabotrópico P2Y2, que es 
insensible a PPADS y el receptor P2X
7
-like.  
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Figura 64.- Curva dosis respuesta a BzATP. Las células se estimularon durante cinco 
minutos con diferentes concentraciones de agonista. El panel superior muestra un experimento 
representativo. En la gráfica inferior, cada punto corresponde a la media ± SEM de tres 
experimentos realizados con diferentes cultivos y referidos a su control.
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Como se ha comentado anteriormente, el efecto trófico del BzATP no se reprodujo 
con UTP. Es posible que ambos nucleótidos tengan como diana una misma proteína, pero 
que el mecanismo de activación, y por tanto su efecto, sea diferente. Con el objetivo de 
identificar la(s) cascada(s) de señalización responsable de la activación de PKD en nuestro 
modelo, se realizaron estudios en paralelo con los dos agonistas. De este modo, se podrían 
establecer analogías y diferencias entre ambas vías. 
Cuando se estimularon las células durante diferentes tiempos con UTP o BzATP 
100 µM (figura 66), se observó que en ambos casos la activación de PKD fue transitoria. La 
máxima respuesta se alcanzó entre los 5 y 10 minutos, recuperandose los niveles basales al 
cabo de 1 hora de estimulación. Estos resultados contrastan con los datos de la bibliografía, 
ya que, en los distintos modelos celulares donde se ha analizado la activación de PKD en 
función del tiempo de estimulación con diferentes efectores,  la activación se mantiene 
durante 30 minutos o incluso horas (Zugaza y cols., 1996; Abedi y cols., 1998). 
Figura 65.- Efecto de la preincubación con  BBG y PPADS sobre la activación de la proteína 
PKD1 inducida por BzATP y UTP. Los astrocitos se incubaron durante 3 minutos con BBG 1 
µM o PPADS 30 µM antes de su estimulación con BzATP o UTP 100 µM. En el panel superior, 
se muestra un experimento tipo de cada experimento. En la gráfica inferior, se representan 
los porcentajes de activación de la proteína PKD1 después de cada tratamiento respecto a la 
activación inducida por cada agonista en ausencia de los antagonistas. Cada barra representa 
la media ± SEM de al menos 3 experimentos realizados con cultivos diferentes.
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Figura 66.- Activación de la proteína PKD1 en astrocitos incubados con UTP (A) o BzATP 
(B) a diferentes tiempos. Las células se estimularon con 100 µM de agonista desde 1 a 
60 minutos. Los paneles superiores muestran un experimento tipo con cada nucleótido. En 
las gráficas inferiores cada punto se corresponde con la media ± SEM de tres experimentos 
realizados en cultivos diferentes.
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Teniendo en cuenta que, en el caso de BzATP, no se había utilizado la concentración 
efectiva máxima, se analizó la variación de la respuesta inducida por 300  µM  del agonista 
en función del tiempo. Como se muestra en la figura 67, se obtuvo un comportamiento 
similar. La activación también empezó a decaer a los 5 minutos, aunque más lentamente, de 
manera que el efecto fue más mantenido. Al igual que al estimular con BzATP 100 µM, los 
niveles basales ya se habían recuperado tras una hora de incubación. Con el fin de confirmar 
que efectivamente la activación de PKD era transitoria, se realizaron nuevos ensayos de 
inmunotransferencia con los extractos de las células estimuladas con BzATP 300 µM. En 
este caso, se utilizó un anticuerpo que reconoce la forma fosforilada de PKD en los residuos 
Ser744/Ser748, cuya transfosforilación, por miembros de la subfamilia de las nuevas PKCs, 
es imprescindible para que se produzca la activación de esta enzima. El resultado obtenido 
fue el mismo que el observado con el anticuerpo que reconoce el residuo p-Ser916 (figura 
68), quedando totalmente demostrado que la activación inducida por nucleótidos en los 
astrocitos de cerebelo de rata era transitoria. Al no observarse diferencias significativas entre 
las dos concentraciones de BzATP, los experimentos posteriores se realizaron con 100 µM, 
concentración a la cual se observa un aumento elevado de los niveles de fosforilación de 
PKD. 
Figura 67.- Fosforilación del residuo Ser916 de la proteína PKD en astrocitos incubados 
con 300µM BzATP a diferentes tiempos. Las células se estimularon con 300 µM de agonista 
desde 1 a 60 minutos. Los extractos se revelaron con el anticuerpo que reconoce al residuo 
p-Ser916 de la PKD. El panel muestra un experimento tipo. La gráfica representa la media ± SEM 
de cuatro experimentos distintos realizados con extractos obtenidos de diferentes cultivos.
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Figura 68.- Fosforilación de los residuos Ser744/Ser748 de la proteína PKD en astrocitos 
incubados con 300 µM BzATP a diferentes tiempos. Los mismos extractos celulares 
empleados en el experimento tipo que se muestra en la figura 67 se revelaron con el anticuerpo 
que reconoce los residuos Ser744/Ser748 de la PKD.
Teniendo en cuenta que, según los resultados obtenidos en los experimentos de 
fluorimetría, el receptor P2X
7
-like expresado en los astrocitos de cerebelo está acoplado a 
cascadas de señalización metabotrópicas e ionotrópicas, decidimos analizar si la activación 
de la PKD era dependiente de calcio (figura 69). 
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Figura 69.- Efecto de la eliminación del calcio en la activación de PKD1 inducida por 
BzATP o UTP. Las células se preincubaron durante cinco minutos con una mezcla 1:1 (V/V) 
de TRIS 1M y EGTA 1M antes de su estimulación con BzATP 100 µM. Antes de la estimulación 
con UTP 100 µM, los astrocitos fueron pretratados 30 minutos con BAPTA 10 µM. En el panel 
superior se muestran un experimento tipo de cada condición. En el diagrama inferior están 
representadas las medias ± SEM de 3 experimentos realizados con diferentes cultivos. Los 
valores se dan en porcentajes de la respuesta inducida por los agonistas. 
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Como se muestra en la figura 69, en ausencia de calcio extracelular el BzATP 
induce un aumento en los niveles de fosforilación de PKD igual al 80% de la respuesta 
observada en condiciones normales (2,5 mM calcio extracelular). Asimismo, el efecto del 
UTP tampoco se modificó por el pretratamiento de las células con el quelante de calcio 
BAPTA-AM, capaz de penetrar en las células y unirse al calcio intracelular. Por tanto, la 
activación de PKD1 por ambos nucleótidos puede considerarse calcio independiente (figura 
69). Este resultado concuerda con una activación de PKD mediada por PKCη o PKCε. Estas 
proteínas, pertenecientes a la familia de las PKCs nuevas, fosforilan a PKD y su activación 
es dependiente de DAG pero independiente de calcio. 
Con el objetivo de profundizar en el mecanismo responsable de la activación de la 
PKD por UTP y BzATP los astrocitos fueron sometidos a diferentes pretratamientos antes de 
la estimulación con dichos nucleótidos (figura 70).
Figura 70.- Efecto de diferentes tratamientos sobre la activación de PKD1 inducida por 
UTP y BzATP. Las células se preincubaron con los compuestos indicados en la figura: U-73122 y 
U-73343 3 µM durante 10 minutos, toxina pertussis 100 ng/ml durante toda la noche y Gö6850 5 
µM durante 20 minutos antes de su estimulación con 100 µM UTP o BzATP. En la parte superior 
se muestra un experimento tipo para cada condición. La gráfica representa las medias ± SEM 
de 3 experimentos realizados con cultivos diferentes. Los valores se expresan en porcentajes 
de la respuesta inducida por los agonistas.
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Una de las posibles vías por las que se genera DAG es la activación de la PLC. Por 
ello, las células se incubaron con U-73122, un inhibidor de la PLC, que, como se muestra 
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en la figura 70, bloqueó completamente la respuesta a UTP y redujo considerablemente el 
efecto del BzATP. Este resultado indica que el receptor P2X
7
-like presente en nuestras células 
está acoplado parcialmente a la activación de PLC. Ambas respuestas no se modificaron 
por la incubación de las células con el U-73343, el análogo inactivo del U-73122. Con 
el objetivo de identificar que proteína G estaba implicada en la fosforilación de PKD, los 
astrocitos se trataron toda la noche con 100 ng/mL de toxina pertussis. Este pretratamiento 
no modificó la activación de PKD1 inducida por UTP o por BzATP. Por tanto, la respuesta 
parece estar mediada por una proteína Gq. Posteriormente, quisimos confirmar que las PKCs 
involucradas en la activación de PKD pertenecían a la familia de las PKCs nuevas. Para ello, 
los astrocitos se preincubaron con el inhibidor de las nPKCs, el Gö6850, que eliminó por 
completo la fosforilación de PKD1. 
Como se ha comentado anteriormente, uno de los objetivos de la caracterización 
de las vías de señalización activadas por BzATP era determinar si existía algún tipo de 
interacción entre ellas. Por dicho motivo, se analizó el efecto del U-0126, un inhibidor de las 
proteínas MEK que fosforilan a las proteínas ERKs. El pretratamiento con este compuesto 
no afectó a la fosforilación de PKD inducida por BzATP o por UTP. Este resultado descarta 
que las proteínas ERKs estén implicadas en la activación de PKD.
2.3.1.1.- Translocación de PKD1 inducida por BzATP.
En muchos modelos se ha descrito la translocación de PKD a distintos compartimentos 
subcelulares tras la aplicación de un estímulo que provoque un aumento en la concentración 
local de DAG. Una de las rutas por las que se genera este segundo mensajero es la hidrólisis 
de fosfatidil-4,5-bisfosfato de la membrana realizada por PLC. Como los resultados 
anteriores indican que el receptor sensible a BzATP expresado en los astrocitos de cerebelo 
esta acoplado a la PLC, decidimos estudiar si la activación de PKD1 por este agonista iba 
acompañada de un cambio en su localización intracelular.
Los astrocitos se transfectaron de manera transitoria con el plásmido pEGFP-
PKDwt. La distribución de la proteína en células en reposo era citoplasmática, localización 
que no se vio modificada al estimular las células con UTP o BzATP 100 µM (figura 71A). 
Sin embargo, la estimulación con PDBu 200 nM indujo la translocación de PKD1 a los 15 
minutos, de manera similar a lo descrito por otros autores en células COS-7 transfectadas 
transitoriamente con GFP-PKD1 (Matthews y cols., 1999). En los experimentos de 
inmunotransferencia habíamos visto que a 100 µM de BzATP la activación de PKD1 era 
submáxima, por ello decidimos utilizar una concentración de agonista mayor. Después de 
20-30 minutos de estimulación con BzATP 300 µM, PKD1 se translocó a membrana, figura 
71B. El efecto fue irreversible, ya que no se observó ningún otro cambio en la localización 
aunque la estimulación se prolongo durante, al menos, 30 minutos más. En la misma figura, 
se muestra como los antagonistas del receptor P2X
7
, el PPADS y el BBG, bloquearon la 
translocación de PKD1. 
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Figura 71.- Efecto del BzATP y del UTP 100 µM sobre la localización intracelular de PKD. 
A.- Las células se estimularon durante 1 hora con 100 µM BzATP o 100 µM UTP. Se tomaron 
imágenes cada 5 minutos sin que se detectara la translocación de la proteína. Se muestran 
las primeras y últimas imágenes de la serie realizada con cada agonista. B.- Los astrocitos 
transfectados transitoriamente con peGFPwt o peGFPkm se estimularon con BzATP 300 µM. 
Donde se indica las células se preincubaron 3 minutos con BBG 1 µM o PPADS 30 µM.
Que BzATP y UTP 100 µM indujeran la activación de PKD1 pero no su translocación 
sugiere que ambos procesos son independientes. Matthews y cols. (1999) han descrito que 
estos sucesos son distintos aunque tienen lugar de manera paralela. Al igual que en este 
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trabajo, la activación máxima de la PKD1 en los astrocitos de cerebelo se alcanza antes 
de que se inicie la translocación. Con el objetivo de confirmar que en los astrocitos ambos 
efectos eran independientes, las células se transfectaron transitoriamente con el plásmido 
pEGFP-PKDkm, de manera que expresaban una forma inactiva de PKD1 (PKDkm). PKDkm 
presenta una mutación en el dominio catalítico que impide su activación, pero mantiene 
intactos los dominios que intervienen en la interacción con DAG, principalmente la región 
Cys2, implicados en la translocación. La estimulación de los astrocitos con BzATP 300 µM 
también indujo la translocación de la PKD inactiva (figura 71B). Por tanto, estos resultados 
demuestran que la translocación no requiere la activación de PKD1.
Para comprobar que eGFP-PKD1 se comportaba de igual manera que la PKD1 
endógena se realizaron experimentos de inmunotransferencia con extractos de células 
transfectadas con pEGFP-PKDwt y estimuladas distintos tiempos con BzATP 300 µM y 
UTP 100 µM (figura 72). 
Figura 72.- Activación de la proteína PKD1 en astrocitos transfectados transitoriamente 
con GFP-PKDwt (A, C) o GFP-PKDkm (B) incubados con BzATP 300 µM (A, B) o UTP 100 µM 
(C) durante 5 minutos. Los extractos se revelaron con el anticuerpo que reconoce el residuo 
p-Ser916 (paneles superiores) y con el anticuerpo frente a los residuos p-Ser744/748 (paneles 
inferiores).
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En el caso del BzATP, se observó que la variación de la fosforilación de la eGFP-PKDwt 
respecto al tiempo era igual a la observada para la proteína endógena, independientemente 
del anticuerpo utilizado. Por tanto, cabe esperar que la distribución de PKD1 observada en 
las células transfectadas refleje lo que ocurre con la proteína endógena. Para comprobar 
que efectivamente PKD-km era inactiva se estimularon células, transfectadas con dicha 
construcción, con 300 µM BzATP. En estos extractos no se detectó aumento en la fosforilación 
de eGFP-PKDkm en ninguno de los residuos reconocidos por los anticuerpos utilizados. Sin 
embargo, el UTP 100 µM induce un aumento en los niveles de fosforilación del residuo 
Ser916 de proteína endógena y de la proteína eGFP-PKDwt, mientras que solamente provoca 
un aumento en la fosforilación de los residuos Ser744/Ser748 de la proteína endógena. 
2.3.2.- Estudio de la activación de la proteína ERK por BzATP en astrocitos tipo1 de 
cerebelo de rata.
 Como se comentó en el apartado de la introducción, el receptor P2X
7
 puede activar 
a diferentes proteínas MAPKs, entre ellas a las ERKs (Panenka y cols., 2001; Bulanova y 
cols., 2005). Por ello, decidimos estudiar si en los astrocitos de cerebelo, el BzATP inducía la 
fosforilación de estas proteínas y cuál podía ser el mecanismo implicado. Del mismo modo 
que en los ensayos con PKD, llevamos a cabo, en paralelo, el análisis de la activación de 
las ERKs por el receptor P2Y2, que puede estar acoplado a la cascada de las MAP kinasas 
a través de la activación tanto de proteínas Gq como de proteínas Gi, y analizar las posibles 
similitudes y diferencias entre los mecanismos que pueden activar ambos agonistas.
En la figura 73, se muestra como la fosforilación de las proteínas ERKs inducida por 
la estimulación de las células con BzATP 100 µM o UTP 100 µM eran comparables entre sí 
y de la misma magnitud que la provocada por PDBu.
La variación de los niveles de fosforilación de las proteínas ERKs inducida por los 
nucleótidos difiere del comportamiento observado en el caso de la PKD. En este último 
caso, la activación de las PKCs reguladas por DAG con PDBu inducía un incremento de 
los niveles de fosforilación de PKD del doble de los valores observados con los agonistas 
purinérgicos. Además, el aumento de la fosforilación de las proteínas ERKs inducido por 
UTP, BzATP y PDBu, de aproximadamente de 3,5 veces sobre el basal, es mucho menor que 
el detectado en el caso de PKD1. La respuesta a estos compuestos es mayor que la producida 
por 2MeSADP 10 µM, con un valor de 2 veces sobre el basal. Esta mayor activación de 
las proteínas ERKs por BzATP que por 2MeSADP coincide con lo descrito en astrocitos 
corticales por Panenka y cols (2001).
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 La fosforilación inducida por BzATP 100 µM era transitoria, figura 74A, el máximo 
efecto tuvo lugar a los 5 minutos de estimulación, recuperándose los niveles basales a la hora 
de incubación. Esta activación transitoria de las ERKs inducida por P2X
7
 ha sido descrita 
también por otros autores, variando el tiempo de respuesta máxima entre los 5 y los 15 
minutos. En algunos casos, la vuelta a los niveles basales tenía lugar al poco tiempo de 
estimulación, por ejemplo en mastocitos de ratón se produce a los 30 minutos (Bulanova y 
cols., 2005). Sin embargo, en astrocitos corticales no se recuperan hasta 3 horas después de 
iniciarse la incubación (Panenka y cols., 2001). Según otros autores existe una activación 
asincrónica de ERK1/2, de manera que solo detectan un aumento en la fosforilación de 
ERK2, mientras que apenas se observan cambios en ERK1 (Amstrup y Novak, 2003). La 
respuesta a UTP 100 µM también presentaba un pico de activación a los 5 minutos (figura 
74B). Sin embargo el nivel de fosforilación decaía más lentamente que en el caso del BzATP. 
Esta variación en los niveles de fosforilación de ERK1/2 en función del tiempo coincide con 
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Figura 73.- Activación de las proteínas ERK tras la estimulación con nucleótidos. Las 
células se estimularon con los agonistas indicados: 2MeSADP 10 µM, UTP 100 µM, BzATP 
µM durante 5 minutos y PDBu 200 nM durante 15 minutos. Mediante experimentos de 
inmunotransferencia se detectó la presencia de las proteínas p-ERK1/2 y ERK-2. En el panel 
superior aparece un experimento tipo. En la gráfica inferior se representan las medias ± SEM de 
al menos 7 experimentos para cada agonista realizados con diferentes cultivos. 
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los resultados de otros autores, según los cuales, la máxima activación de ERK2 tiene lugar 
a los 5 minutos, recuperándose los niveles basales entre los 15 minutos y la hora (Soltoff y 
cols., 1998).
Figura 74.- Activación de la proteína ERK en astrocitos incubados con UTP (A) o BzATP (B) 
a diferentes tiempos. Las células se estimularon con 100 µM de agonista desde 1 a 60 minutos. 
En los paneles superiores se muestra un experimento tipo. En las gráficas inferiores cada punto 
corresponde a la media ± SEM de tres experimentos realizados en cultivos diferentes.
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 Como se observa en la figura 75, la activación inducida por BzATP era dosis 
dependiente, con un valor de EC
50 
de 27,38 ± 3,87 µM, alcanzándose el máximo de activación 
a una concentración de 100 µM. Existen divergencias entre los resultados obtenidos por 
distintos grupos respecto a que concentración se produce la respuesta máxima. Gendron y 
cols. (2003b) obtuvieron un valor de 50 µM para el P2X
7
 de rata expresado en células de 
astrocitoma 1321N1, mientras que Panenka y cols (2001), observan que la respuesta sigue 
aumentando a concentraciones superiores a 1mM BzATP en astrocitos de corteza.
  Los estudios realizados con BBG y PPADS corroboraron que el BzATP y el UTP 
actuaban a través de diferentes receptores. Como puede verse en la figura 76, la respuesta 
a UTP no fue modificada significativamente por ninguno de los antagonistas utilizados, 
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Figura 75.- Curva dosis-respuesta a BzATP. Las células fueron estimuladas durante cinco 
minutos con diferentes concentraciones de agonista. El panel superior muestra un experimento 
representativo. En la gráfica inferior, cada punto corresponde a la media ± SEM  de tres 
experimentos realizados con diferentes cultivos y están referidos a su control.
162
Resultados
BBG 1 M
PPADS 30 M
p-ERK
ERK-2
Ba
sal UT
P
Bz
AT
P
0
20
40
60
80
100
p-
E
R
K
(%
 d
e 
la
 re
sp
ue
st
a 
m
áx
im
a)
UTP BzATP
**
**
Control
BBG
PPADS
Figura 76.- Efecto de la preincubación con  BBG y PPADS sobre la activación de la proteína 
ERK inducida por BzATP y UTP. Los astrocitos se incubaron durante 3 minutos con BBG 1 
µM o PPADS 30 µM antes de su estimulación con BzATP o UTP 100 µM. En el panel superior 
se muestra un experimento tipo de cada experimento. En la gráfica inferior se representan 
los porcentajes de activación de la proteína ERK respecto a la activación inducida por cada 
agonista. Cada barra representa la media ± SEM de al menos tres experimentos realizados con 
cultivos diferentes.
mientras que la fosforilación inducida por BzATP disminuyó al preincubar las células con 
BBG y se bloqueó casi por completo por el PPADS. 
Con el objetivo de determinar si el calcio estaba implicado en la activación de las 
ERK por BzATP o UTP, analizamos el efecto de dos quelantes de calcio, el EGTA, para 
quelar el calcio extracelular, y el BAPTA-AM, que penetra en las células y se une al calcio 
intracelular. En la figura 77, se muestra como la fosforilación de la proteína ERK inducida 
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por UTP no se modificó al quelar el calcio intracelular, lo mismo se observó en el caso del 
BzATP al retirar el calcio extracelular. Sin embargo esta última respuesta si fue reducida al 
preincubar las células con ambos agentes quelantes. Estos resultados ponen de manifiesto 
una vez más la capacidad del receptor P2X
7
 de activar una señalización metabotrópica.
Figura 77.- Efecto de la eliminación del calcio en la activación de la proteína ERK inducida 
por BzATP o UTP. Las células fueron preincubadas 30 minutos con BAPTA-AM 10 µM antes de 
su estimulación con UTP 100 µM. Previamente a la estimulación con BzATP 100 µM las células 
se trataron 5 minutos con una mezcla 1:1 (V/V) de TRIS 1M y EGTA 1M o 30 minutos con 
BAPTA-AM 10 µM, donde se indica  25 minutos antes de que finalizara este último tratamiento 
se adicionó la mezcla de TRIS y EGTA antes descrita. En el panel superior, se muestran un 
experimento tipo de cada condición. En el diagrama inferior, están representadas las medias ± 
SEM de al menos tres experimentos realizados con diferentes cultivos. Los valores se dan en 
porcentajes de la respuesta inducida por los agonistas.
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 Para profundizar en el mecanismo por el cual BzATP y UTP activan la cascada de 
las MAP kinasas estudiamos el efecto de diversos tratamientos sobre la fosforilación de la 
proteína ERK. Como aparece en la figura 78, el comportamiento de los dos agonistas fue muy 
similar. En ambos casos la fosforilación de la proteína ERK fue abolida por la preincubación 
con toxina pertussis, lo que indica que el mecanismo de activación ocurre a través de una 
proteína Gi/o. La respuesta también fue bloqueada por el inhibidor de la fosfolipasa C, U-73122, 
mientras que apenas se ve afectada por el análogo inactivo, U-73343. El pretratamiento con 
Gö6850, inhibidor de clásicas y nuevas PKCs redujo casi a niveles basales la fosforilación 
de las ERK inducida por los dos agonistas. Por el contrario, la respuesta no se vió afectada 
por PP2, inhibidor de las proteínas src. 
Figura 78.- Efecto de diferentes tratamientos sobre la fosforilación de la proteína ERK 
inducida por UTP 100 µM o BzATP 100 µM. Antes de la estimulación con los agonistas, las 
células se preincubaron con los compuestos indicados: 100 ng/mL toxina pertussis durante 18 
horas, 3 µM U-713122 o U-73343 durante 10 minutos, 5 µM Gö 6850 durante 20 minutos o 10 µM 
PP2 durante 30 minutos. En el panel superior se muestra un experimento tipo de cada condición. 
En la gráfica inferior los valores corresponden a la media ± SEM de tres experimentos.
2.4.- Análisis de la migración celular inducida por nucleótidos.
 Diferentes grupos han demostrado que los receptores P2 están implicados en la 
migración celular en diversos tejidos. En sistema nervioso, diversos subtipos de receptores 
P2Y están implicados en procesos quimiotácticos esenciales en la respuesta inmune ejercida 
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Resultados
por la microglía y en el desarrollo embrionario del SNC (Honda y cols., 2001; Scemes y cols., 
2003). Por ello, decidimos estudiar si 2MeSADP, UTP o BzATP inducían quimiotaxis en 
los cultivos de astrocitos de cerebelo. Como se observa en la figura 79, solo 100 µM UTP 
provoca un aumento en el número de células que, respecto al control, atraviesan la membrana 
que separa el medio con nucleótidos del medio en el que inicialmente estaban las células en 
ausencia de los agonistas purinérgicos.
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Figura 79.- Migración celular inducida por nucleótidos. Las células se sembraron sobre un 
inserto de cultivo celular con un diámetro de poro de 0,8 µM colocado en un pocillo con DMEM 
solo o con 10 µM 2MeSADP, 100 µM UTP o 100 µM BzATP. Al día siguiente se llevó a cabo el 
contaje de las células adheridas a la superficie del inserto que había estado en contacto con 
los agonistas.

5 Discusión

169
Discusión
En sus inicios, esta tesis fue planteada como una continuación del trabajo previo del 
grupo. El objetivo principal era profundizar en el conocimiento y la caracterización de la 
señalización purinérgica en el modelo de los astrocitos de cerebelo de rata. Partiendo de esta 
idea, comenzamos a estudiar si estas células expresaban, además del receptor P2Y1, algún 
otro receptor específico de ADP, los receptores P2Y12 y P2Y13, que habían sido clonados 
recientemente (Hollopeter y cols., 2001; Zhang y cols., 2001; Communi y cols., 2001b). 
Además, como consecuencia del descubrimiento de la expresión del receptor P2X
7
 en tejidos 
y tipos celulares no pertenecientes al sistema inmune (Deuchars y cols., 2001; Panenka y 
cols., 2001; Kukley y cols., 2001), decidimos analizar su expresión en astrocitos, en los que 
hasta entonces no habíamos detectado la presencia de receptores P2X funcionales (Jimenez 
y cols., 2000). Asimismo, quisimos estudiar la señalización acoplada a estos receptores. Para 
ello, analizamos las respuestas de calcio y la activación de otras cascadas de señalización 
celular como la ruta de las MAP quinasas y la proteína quinasa D. 
1.- LOS ASTROCITOS DE CEREBELO DE RATA COEXPRESAN VARIOS 
SUBTIPOS DE RECEPTORES DE ADP ACOPLADOS A DIFERENTES VíAS DE 
SEÑALIZACIÓN.
En la caracterización previa del receptor P2Y1 en los astrocitos de cerebelo de rata 
se había empleado 2MeSATP, considerado entonces el agonista de mayor afinidad para este 
subtipo de receptor. Sin embargo, este compuesto no activa al receptor P2Y12 y se comporta 
como agonista parcial o muy débil del receptor P2Y
13
. Por ello, decidimos llevar a cabo un 
nuevo estudio de las respuestas empleando  2MeSADP, un agonista de estos tres subtipos 
de receptores P2Y, en combinación con los antagonistas disponibles de los receptores P2Y1 
y P2Y12. 
1.1.- Los astrocitos de cerebelo de rata expresan un receptor P2Y13-like acoplado a la 
inhibición de la adenilato ciclasa a través de una proteína Gi/o.
Los resultados de esta tesis indican que los astrocitos de cerebelo de rata  coexpresan 
dos receptores que pueden ser activados por ADP. El receptor P2Y1, ya identificado 
anteriormente, y un receptor acoplado a proteínas Gi/o que inhibe la producción de AMPc. 
Mediante experimentos de RT-PCR, se detectó la presencia del mRNA de los dos subtipos 
de receptores de ADP acoplados negativamente a la adenilato ciclasa, los receptores P2Y12 
y P2Y
13
. Sin embargo, la presencia del receptor P2Y12 no fue confirmada por experimentos 
inmunocitoquímicos ni por diferentes ensayos funcionales. 
La identificación y diferenciación de los tres subtipos de receptores de ADP en tejidos 
nativos es bastante compleja, debido a que su perfil de agonistas es bastante similar. Además, 
aunque se dispone de un antagonista específico del receptor P2Y1, el MRS-2179, no existen 
compuestos fiables que permitan discriminar entre los otros dos subtipos de receptores de 
ADP. El clopidogrel únicamente se puede utilizar en estudios con animales vivos, ya que 
170
Discusión
es necesaria su transformación en el hígado para generar el metabolito activo que actúa 
como antagonista del receptor P2Y12 y ejerce las acciones antitrombóticas. Asimismo, se 
ha comprobado que los compuestos AR-C, que en principio se consideraron específicos del 
receptor P2Y12, también antagonizan al receptor P2Y13, para el que no existen antagonistas 
específicos (Palmer y cols., 1998; Hollopeter y cols., 2001; Zhang y cols., 2001; Zhang y 
cols., 2002; Marteau y cols., 2003; Fumagalli y cols., 2004). Afortunadamente, los diferentes 
estudios farmacológicos publicados en la literatura, realizados con ambos subtipos de 
receptores clonados, indican que pueden distinguirse en función de las potencias relativas 
del ADP y del 2MeSADP. Este último compuesto posee una potencia sobre el receptor 
P2Y12 dos o tres órdenes de magnitud superior a la del ADP, mientras que para el receptor 
P2Y
13
 ambos agonistas son equipotentes (Hollopeter y cols., 2001; Takasaki y cols., 2001; 
Zhang y cols., 2002; Marteau y cols., 2003). Según las medidas de AMPc realizadas en los 
astrocitos de cerebelo, en presencia de MRS-2179, ambos agonistas inhiben la activación 
de la adenilato ciclasa inducida por isoproterenol con una potencia muy similar. Los valores 
de IC
50
 están próximos a los descritos por otros autores para el receptor P2Y
13
 humano y de 
ratón (Communi y cols., 2001b; Takasaki y cols., 2001; Zhang y cols., 2002; Simon y cols., 
2002; Marteau y cols., 2003). Además, (Fumagalli y cols., 2004) han descrito que en rata el 
ADP es un agonista de este receptor dos o tres veces más potente que el 2MeSADP, como 
ocurre en nuestro caso. Asimismo, el porcentaje de inhibición máximo observado, un 40% 
aproximadamente, coincide con el obtenido por diferentes autores, aunque este parámetro 
apenas presenta diferencias entre los dos subtipos de receptores. Así, para el receptor P2Y12 
Hollopeter y cols. (2001) obtuvieron una inhibición máxima del 47% de la producción de 
AMPc inducida por forskolina al coestimular con 10 µM ADP, resultado similar al presentado 
por otros grupos (Zhang y cols., 2001; Simon y cols., 2002). Como se comento en el apartado 
de Resultados, en el caso del receptor P2Y
13
, varios grupos han observado que su activación 
ejerce un efecto bifásico sobre la producción de AMPc. A bajas concentraciones de agonista 
tiene lugar una inhibición de la adenilato ciclasa. Sin embargo, a concentraciones superiores 
a 10 µM se produce un ligero aumento en la producción de AMPc. Los valores máximos de 
inhibición descritos en la literatura, obtenidos a concentraciones en el rango del nM, están 
próximos al 50% (Communi y cols., 2001b; Marteau y cols., 2003). 
La inhibición de la producción de AMPc inducida por ADP y 2MeSADP no se 
modificó al preincubar las células con 2MeSAMP, el único antagonista disponible del receptor 
P2Y12. Por todo ello, podemos concluir que el receptor de ADP acoplado a la inhibición de la 
adenilato ciclasa es un receptor tipo P2Y
13
. Por ello, le hemos denominado receptor P2Y
13
-
like.
1.2.- El receptor P2Y13-like activa diferentes cascadas de señalización en los astrocitos 
de cerebelo de rata.
La estimulación de los astrocitos con 2MeSADP no solo provoca una disminución de 
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la producción de AMPc causada por la activación de los receptores β-adrenérgicos, si no que 
también induce la movilización de calcio intracelular. Este incremento de la [Ca2+]i parece 
estar mediado por más de un subtipo de receptor específico de ADP. A bajas concentraciones 
de agonista parece que el receptor implicado es el receptor P2Y1, ya que las respuestas se 
bloquearon con MRS-2179. Por el contrario, el antagonista no afectó a la movilización de 
calcio inducida por altas concentraciones de 2MeSADP, sugiriendo que debe estar mediado 
por otro receptor. El valor de EC
50
 obtenido en ausencia de MRS-2179 (14 nM) coincide con 
el descrito por otros grupos tanto para el receptor P2Y1 (Takasaki y cols., 2001; Sabala y cols., 
2001; Boyer y cols., 2002), como para el receptor P2Y
13 
(Communi y cols., 2001b; Zhang 
y cols., 2002; Marteau y cols., 2003), mientras que en presencia del antagonista es bastante 
más elevado (1,44 µM). Sin embargo, este último es similar al obtenido por Fumagalli y cols. 
(2004) para el receptor P2Y
13 
de rata, expresado en células de astrocitoma 1321N1, para la 
unión de [35S]GTPγS inducida por 2MeSADP (EC
50 
= 1,17 µM). Según estos autores, la EC
50
 
depende del tipo de subunidad Gα presente en las células. Cuando se coexpresa el receptor 
P2Y
13
 con subunidades Gα
16
 el valor de EC
50
 se reduce aproximadamente a la mitad, es decir, 
se incrementa la potencia del agonista. Por tanto, el acoplamiento a diferentes proteínas G 
con distinta eficacia puede explicar la discrepancia entre los valores de EC
50
 obtenidos en 
los experimentos de medida de AMPc y los ensayos de calcio, ya que ambas respuestas 
presentan distinta sensibilidad a toxina pertussis. 
El MRS-2179 es un antagonista competitivo del receptor P2Y1, por ello, se podría 
pensar que se estaba produciendo un desplazamiento de la unión del antagonista por el 
agonista. Sin embargo, este fenómeno es bastante improbable ya que, en primer lugar, 
todos los experimentos se han realizado preincubando las células con MRS-2179 antes de 
la estimulación con 2MeSADP, por tanto, todos los sitios de unión estarían inicialmente 
ocupados por el antagonista. En segundo lugar, si se produjera un desplazamiento, éste tendría 
lugar con todas las técnicas empleadas, y en el caso de las medidas de AMPc y de activación 
de las ERKs, se observan respuestas significativas en presencia del antagonista cuando las 
células se estimulan con 2MeSADP 100 nM. Además, incluso empleando concentraciones 
de MRS-2179 superiores, hasta 100 µM, se sigue observando un incremento de la [Ca2+]
i al estimular las células con 10 µM 2MeSADP. Los estudios de unión de radioligandos 
demuestran que el valor de IC
50
 para la inhibición de la unión de 5 nM MRS-2179 por 
2MeSADP es superior a 100 nM. Según estos ensayos, el t1/2 de la disociación inducida por 
10 µM 2MeSADP, para 5 nM de MRS-2279, un compuesto de la misma familia, estructura y 
valor de Ki similar al del MRS-2179, es de 1,5 minutos, lográndose la disociación completa 
a los 10-15 minutos (Boyer y cols., 1998; Waldo y cols., 2002). Teniendo en cuenta que la 
concentración de antagonista y agonista empleada en nuestros experimentos es la misma, 10 
µM, que las respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP comienzan a los pocos segundos 
de adicionarse el agonista y que los niveles basales se recuperan antes de 1,5 minutos de 
incubación, puede descartarse que el 2MeSADP desplace de su sitio de unión al MRS-2179 
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permitiendo la activación del receptor P2Y1 en dichas condiciones. 
No existen evidencias que indiquen que el receptor P2Y12 induzca la movilización 
de calcio, es más, en todos los modelos celulares, como plaquetas y células C6 glioma, 
donde este receptor se coexpresa con el receptor P2Y1, se observa que cada subtipo modula 
exclusivamente una cascada de señalización. El receptor P2Y1 induce la movilización de 
calcio y el receptor P2Y12 la inhibición de la adenilato ciclasa (Czajkowski y cols., 2002; 
Baurand y cols., 2005). La participación de este último receptor en la activación de la PLC 
en los astrocitos fue excluida al no observarse efecto de su antagonista 2MeSAMP.
Por tanto, el receptor P2Y
13
-like es el candidato más probable para mediar las 
respuestas de calcio inducidas por altas concentraciones de agonista. La distribución de este 
receptor, al contrario que la del receptor P2Y1, no es homogénea en toda la población de 
astrocitos, ya que pueden distinguirse varias poblaciones celulares con diferente sensibilidad 
al MRS-2179, existiendo un 13% de los astrocitos que parecen no expresar este receptor, al 
menos de manera funcional. 
En este trabajo hemos demostrado que el receptor P2Y
13
-like puede activar la vía de 
las ERKs. La estimulación de los astrocitos con 2MeSADP induce la fosforilación de dichas 
proteínas. Los valores de EC
50
 obtenidos tanto en presencia como en ausencia de MRS-
2179 son del mismo orden de magnitud y están próximos al observado en los ensayos de 
determinación de AMPc. Del mismo modo, ambas cascadas de señalización están mediadas 
por proteínas G sensibles a toxina pertussis. 
1.2.1.- Cascada de activación de las proteínas ERKs por 2MeSADP. 
Como se comentó en el apartado de la Introducción, los receptores GPCRs pueden 
activar la cascada de las MAP quinasas mediante vías muy heterogéneas (van Biesen y cols., 
1996b 2007). No es infrecuente que un mismo receptor se acople a diferentes tipos de proteínas 
G. Esto puede ocurrir en diferentes tipos celulares, por ejemplo, el receptor muscarínico tipo 1 de 
acetilcolina actúa vía Gq en las células COS-7, mientras que en las células CHO, su señalización 
transcurre a través de proteínas Go (Hawes y cols., 1995; van Biesen y cols., 1996a). Pero este 
acoplamiento a distintas proteínas G también puede tener lugar dentro de la misma célula. La 
activación de las MAP quinasas por el receptor de bradiquinina requiere la activación de dos 
rutas independientes, una dependiente de proteínas Gq y la otra de proteínas Gi (Blaukat y cols., 
2000). Que tenga lugar un mecanismo u otro depende del microentorno celular, ya que como 
demuestran la mayoría de los estudios, la señalización de un receptor es “tejido específica”.
En nuestro modelo celular,  los astrocitos de cerebelo de rata, la activación de 
las proteínas ERKs inducidas por 2MeSADP requiere la participación de una proteína 
Gi/o, de alguna isoforma de PKC dependiente de DAG y de la activación de proteínas 
tirosina quinasas citosólicas de la familia Src quinasas, como pone de manifiesto la 
sensibilidad a toxina pertussis, al tratamiento prolongado con esteres de forbol y a PP2. 
La figura 80 muestra un esquema de la cascada de señalización intracelular que podría 
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activarse tras la estimulación del receptor P2Y
13
-like. Las subunidades G
βγ
, liberadas de 
las proteínas Gi, interaccionarían con las proteínas Src, que a su vez pueden fosforilar a la 
proteína adaptadora Shc, induciendo el reclutamiento de  Grb2 y Sos a la membrana y la 
activación de ras. Este mecanismo sería similar al descrito para la activación de las ERKs 
inducida por el dinucleótido Ap
5
A, aunque en este último caso, la proteína G implicada 
es insensible a la toxina pertussis (Jimenez y cols., 2002; Delicado y cols., 2005). Otra 
posible diana de las subunidades G
βγ
 es la PLC. Tras su estimulación tendría lugar un 
incremento de los niveles de DAG en la membrana y la activación de alguna isoforma 
de PKC, dependiente de DAG e insensible a calcio, que podría activar a las proteínas 
Src, convergiendo con la cascada de los receptores tirosina quinasa (Shah y Catt, 2002). 
Las subunidades Gβγ pueden activar otras enzimas responsables de la fosforilación 
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Figura 80.- Activación de las proteínas ERKs por 2MeSADP en los astrocitos de cerebelo.
La activación de las proteínas ERKs por el receptor P2Y13-like está mediada por una proteína 
Gi/o. Las subunidades Gβγ liberadas de las proteínas Gi pueden activar a las proteínas Src, 
convergiendo con la cascada de activación de las MAPKs por los receptores de factores de 
crecimiento. Las proteínas Src también pueden ser fosforiladas por PKCs independientes de 
calcio, activadas por el DAG generado por la PLCβ, que a su vez puede ser activada por las 
subunidades Gβγ. 
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de las tirosinas quinasas citosólicas, por ejemplo, la PI3Kγ  (Hawes y cols., 1996; Luttrell 
y cols., 1997).  En los astrocitos de cerebelo de rata, esta vía no parecer estar implicada, 
ya que la activación de las ERKs inducida por 2MeSADP es insensible a inhibidores de la 
PI3K, como son la wortmanina y el LY 294002. Sin embargo, la PI3K si que forma parte de 
la cascada de señalización intracelular activadas por el receptor P2Y
13
-like en las neuronas 
granulares de cerebelo de rata. Ambos inhibidores bloquean la activación de las ERKs y 
la fosforilación de la GSK3 inducida por 2MeSADP (Ortega y cols., 2008). Este es otro 
ejemplo que confirma que la señalización de un receptor depende del tipo y microentorno 
celular, lo que le permite ejercer una función determinada en cada localización.
1.3.- Posible segregación de los receptores de ADP en dominios específicos de la 
membrana plasmática.
 Los resultados obtenidos al analizar las diferentes vías de señalización que se 
activan al estimular los astrocitos de cerebelo con 2MeSADP, en presencia y ausencia de 
del antagonista del receptor P2Y1, el MRS-2179, son compatibles con la segregación de los 
receptores de ADP presentes en los astrocitos de cerebelo, receptores P2Y1 y P2Y13-like, en 
diferentes dominios de la membrana plasmática. Dicha separación espacial ha sido postulada 
por diferentes autores para los receptores P2Y1 y P2Y12 en plaquetas y otros modelos celulares 
(Quinton y cols., 2005; Savi y cols., 2006; Vial y cols., 2006). 
 El receptor P2Y
13
, al igual que el receptor P2Y12 y a diferencia del receptor P2Y1, 
estaría localizado en regiones de la membrana rica en lípidos de baja densidad, denominadas 
balsas lipídicas. Estos dominios sirven de lugar de anclaje a numerosas proteínas, entre las 
que se encuentran proteínas Gi y proteínas tirosina quinasas citosólicas, familia a la que 
pertenecen las proteínas Src, que participan en la señalización del receptor P2Y
13
 (Simons 
y Toomre, 2000; Oh y Schnitzer, 2001; Pike, 2003). Tenemos resultados preliminares que 
apoyan la hipótesis. La depleción del colesterol, mediante el tratamiento con metil-β-
ciclodextrina, elimina totalmente la activación de las proteínas ERKs. 
Recientemente Choi y cols. (2008) han descrito que  el receptor P2Y1 puede formar 
heterodímeros funcionales con el receptor P2Y11. En base a esto, podemos proponer un 
modelo (figura 81), según el cual las respuestas de calcio inducidas por 2MeSADP estarían 
mediadas por un heterodímero P2Y1/P2Y13 localizado fuera de las balsas lipídicas y acoplado 
preferentemente a proteínas Gq. Este modelo explicaría las diferencias de los valores de 
EC
50
 observadas en presencia y ausencia de MRS-2179. En presencia del antagonista se 
impediría la formación de este heterodímero, favoreciéndose la señalización mediada por 
proteínas Gi que se traduciría en una disminución del valor de EC50 para la activación de las 
ERKs. Por el contrario, se requerirían concentraciones más elevadas de agonista para inducir 
la movilización de calcio intracelular mediante el acoplamiento del receptor P2Y
13
-like a 
proteínas Gq. 
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En este caso, al contrario de lo que ocurre con los heterodímeros P2Y1/P2Y11, la 
dimerización de los receptores P2Y1 y P2Y13-like favorece la estabilización de este último 
en la membrana. La necesidad del receptor P2Y
13
-like de interaccionar con el receptor P2Y1 
podría explicar porque, al transfectar las células de astrocitoma 1321N1 con ambos receptores, 
se obtuvo un mayor número de clones positivos y un mayor porcentaje de inhibición de la 
producción de AMPc que al transfectar únicamente con el receptor P2Y
13
. Para confirmar 
esta hipótesis, se requiere la realización de nuevos experimentos, tanto con astrocitos como 
con las células establemente transfectadas. Además, la comparación de los datos obtenidos 
en ambos modelos así como con células que coexpresan los receptores P2Y1 y P2Y12, cuyo 
Figura 81.- Modelo propuesto para la activación de diferentes cascadas de señalización 
por los receptores de ADP. El 2MeSADP interacciona con los receptores P2Y1 y P2Y13-like 
y activa diferentes cascadas de señalización. Es posible que ambos receptores formen un 
heterodímero responsable de la movilización de calcio intracelular. Este heterodímero estaría 
localizado fuera de las regiones de membrana ricas en lípidos de baja densidad, denominadas 
balsas lipídicas, y se acoplaría principalmente a una proteína Gq. Sin embargo, el resto de la 
señalización, mediada por proteínas Gi, sería activada por el receptor P2Y13-like localizado 
en las balsas lipídicas, donde podría adoptar una conformación monomérica u homodimérica. 
No se puede descartar que exista un flujo del receptor desde  las balsas lipídicas al exterior 
de dichos dominios. El receptor P2Y1, situado fuera de las balsas lipídicas, no sabemos si en 
forma monomérica u homodimérica, también induciría la movilización de calcio a través de una 
proteína Gq. 
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proceso de obtención ya se ha inició durante el periodo de estancia en el laboratorio del 
Dr. Christian Gachet, nos ayudará a conocer mejor las vías de señalización mediadas por 
los receptores de ADP en los astrocitos. Asimismo, estos ensayos nos permitirán confirmar 
si efectivamente, tal y como se deduce a partir de los resultados descritos en los apartados 
anteriores, es el receptor P2Y
13
, y no el receptor P2Y12, el que se esta coexpresando con el 
receptor P2Y1 en este tipo de células gliales. 
Tampoco se puede descartar que exista algún tipo de interacción entre las distintas 
cascadas de señalización activadas por los receptores P2Y1 y P2Y13-like, tal y como se ha 
descrito para los receptores P2Y1 y P2Y12 en plaquetas (Hardy y cols., 2004).
2.- LOS ASTROCITOS DE CEREBELO DE RATA EXPRESAN UN RECEPTOR 
P2X7-LIKE CON CARACTERíSTICAS MUY PECULIARES 
Los astrocitos de cerebelo a priori presentaban algunas ventajas para abordar el 
estudio del receptor P2X
7
. En trabajos anteriores habíamos demostrado que estas células 
gliales no poseían receptores de nucleótidos ionotrópicos funcionales que pudiesen ser 
dianas del BzATP, el  agonista ampliamente utilizado en la caracterización de este subtipo 
de receptor, ni tampoco el receptor metabotrópico P2Y11. Si bien, expresaban una gran 
variedad de receptores metabotrópicos de nucleótidos, con los que podría existir algún tipo 
de interacción (Jimenez y cols., 2000). Utilizando diferentes aproximaciones experimentales, 
hemos demostrado que los astrocitos de cerebelo de rata, tras ser estimulados con BzATP, 
exhiben una serie de respuestas que no se reproducen con ningún otro nucleótido, ni siquiera 
con el agonista fisiológico ATP. Estas respuestas parecen estar mediadas por un receptor 
específico tipo P2X
7
-like, expresado prácticamente en toda la población celular. La expresión 
de este receptor no es un artefacto el cultivo. Los astrocitos en cultivo primario, 2-4 días en 
cultivo, responden a estimulaciones con BzATP igual que aquellos que se mantienen durante 
12-13 días en cultivo. 
El receptor P2X
7
-like de los astrocitos de cerebelo de rata presenta dos peculiaridades. 
En primer lugar, su activación prolongada induce una serie de cambios morfológicos, sin 
desencadenar la muerte celular. La segunda característica distintiva es que este receptor 
presenta una señalización dual, metabotrópica e ionotrópica, en la mayoría de las células. El 
hecho de que las respuestas a BzATP no se reproduzcan con ATP, sugiere que debe existir 
una interacción con alguno de los receptores metabotrópicos.
El receptor P2X
7,
 se identificó inicialmente como el antiguo P2Z, un receptor de 
muerte celular considerado exclusivo de macrófagos y otras células del sistema inmune, 
donde su activación desencadena procesos apoptóticos. La muerte celular va precedida de 
cambios morfológicos y de la aparición de un poro citolítico (Surprenant y cols., 1996; 
Bulanova y cols., 2005). Sin embargo, en los últimos años se ha detectado en otros tipos 
celulares donde, lejos de inducir muerte celular, podría estar mediando funciones tan dispares 
como neurotrasmisión o proliferación (Solini y cols., 1999; Deuchars y cols., 2001; Hervas 
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y cols., 2003; Miras-Portugal y cols., 2003; Adinolfi y cols., 2005; Zhang y cols., 2005; 
Raffaghello y cols., 2006). En el caso de los astrocitos de cerebelo, la estimulación del 
receptor P2X
7
-like produce una serie de cambios morfológicos que no van acompañados ni 
de la formación del poro citolítico, ni de muerte celular, como se deduce de los ensayos de 
viabilidad celular y de las medidas de la entrada de la sonda fluorescente Yo-Pro-1. Por tanto 
los astrocitos cerebelosos de rata constituyen otro tipo celular en los que el receptor P2X
7
 
parece haber silenciado su actividad preapoptótica (Solini y cols., 1999; Adinolfi y cols., 
2005; Zhang y cols., 2005; Raffaghello y cols., 2006). 
2.1.- El receptor P2X7-like en los astrocitos de cerebelo activa cascadas de señalización 
metabotrópicas e ionotrópicas.
Como se ha comentado, la caracterización de los receptores de nucleótidos nativos 
es bastante compleja, debido a la escasez de buenas herramientas farmacológicas que 
discriminen entre los diferentes subtipos de receptores. Esta complejidad es todavía mayor 
en el caso del receptor P2X
7
, debido a que una de las propiedades más utilizada para su 
caracterización, la formación del poro “citolítico”, no tiene lugar en todos los tejidos. 
Además, se ha demostrado que los poros que aparecen en la membrana no se originan por 
la dilatación del receptor, sino que es necesaria la participación de otras proteínas (Pelegrin 
y Surprenant, 2006; Pelegrin y Surprenant, 2007). En el estudio del receptor P2X
7
-like, 
hemos seguido los criterios farmacológicos, plenamente aceptados, que se deben cumplir 
para poder afirmar que una determinada respuesta está mediada por este receptor. Son los 
siguientes: 1) que presente selectividad por el agonista BzATP, en el caso del receptor de rata 
el valor de EC
50
 descrito es de 15-20 µM, 2) que sea sensible al bloqueo reversible por los 
antagonistas Brilliant Blue G (10-100 nM) y a PPADS (concentraciones micromolares) y 3) 
que se module por la presencia de cationes divalentes en el medio extracelular.    
Para llevar a cabo la caracterización farmacológica del receptor P2X
7
 en los astrocitos 
de cerebelo, hemos analizado una de las primeras etapas de la señalización del receptor, la 
entrada de calcio al interior celular. Prácticamente todas las células ensayadas respondieron a 
BzATP con señales intracelulares de calcio que no se desensibilizaban en presencia continua 
del agonista. Este comportamiento coincide con el descrito para el receptor P2X
7
, cuya 
respuesta no se desensibiliza sino que se incrementa a lo largo del tiempo de estimulación 
o tras estimulaciones sucesivas con el agonista (North, 2002). En la mayoría de las células 
se observaron respuestas de calcio que presentaban dos componentes bien diferenciados, 
un primer componente transitorio y otro más tardío. Este último era sostenido, de magnitud 
variable y se mantenía durante todo el tiempo de estimulación con el agonista. Los dos 
componentes difieren claramente en su naturaleza, sensibilidad a los antagonistas y en la 
modulación por cationes divalentes. En contra de lo esperado para un receptor ionotrópico, 
el componente transitorio inicial era mayoritariamente de naturaleza metabotrópica. Se 
mantenía en ausencia de calcio extracelular y se bloqueaba por el pretratamiento con el 
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inhibidor de la fosfolipasa C, el U-73122. Este comportamiento indica que el calcio 
citosólico procedía de reservorios intracelulares como consecuencia de la activación de 
la fosfolipasa C y la producción de IP
3
. La proteína G implicada era insensible a toxina 
pertussis. El segundo componente era de naturaleza ionotrópica, puesto que se eliminaba 
tras la retirada del calcio del medio extracelular. Su sensibilidad a los antagonistas BBG y 
PPADS sugiere que la entrada de calcio se produce a través del receptor P2X
7
 (Chessell y 
cols., 1998; Jiang y cols., 2000b; Suadicani y cols., 2006). Este componente no se modificó 
por el tratamiento con el U-73122 ni con su análogo inactivo, U-73343, descartándose así que 
estos compuestos estén actuando como antagonistas del receptor P2X
7
 como han propuesto 
otros autores (Takenouchi y cols., 2005). La participación de un receptor P2X
7
-like también 
está avalada por la modulación de la respuesta por los cationes divalentes presentes en el 
medio extracelular, los iones Mg2+ y Zn2+, que inhiben las respuestas del receptor P2X
7
 
(Virginio y cols., 1997). La retirada de los iones Mg2+ del medio de extracelular incrementó 
el componente ionotrópico de las respuestas de calcio, y el efecto contrario se observó al 
aumentar la concentración de este catión o al incluir Zn2+ en el medio de estimulación. El 
componente inicial transitorio se abolió completamente con PPADS, mientras que únicamente 
se bloqueó un 30% con BBG. Por tanto, el receptor P2X
7
-like en los astrocitos de cerebelo 
de rata presenta actividad metabotrópica e ionotrópica en la misma célula. La primera es 
responsable de la activación de la fosfolipasa C y la movilización de calcio de los depósitos 
intracelulares. La segunda está implicada en la entrada de calcio extracelular a través del 
propio receptor. Esta señalización dual no se ha observado en ningún otro tipo celular, todas 
las respuestas de calcio inducidas tras la estimulación del receptor P2X
7
 se eliminan en 
ausencia de calcio extracelular (Solini y cols., 1999; Parvathenani y cols., 2003; Hervas y 
cols., 2005). No obstante, no es el primer ejemplo de receptor ionotrópico que interacciona 
con proteínas G y presenta una señalización metabotrópica. Existen varios ejemplos de este 
fenómeno en la literatura, por ejemplo el receptor nicotínico de acetilcolina y el receptor de 
AMPA, un tipo de receptor ionotrópico de glutamato (Giovannelli y cols., 1991; Sorenson y 
Gallagher, 1996; Wang y cols., 1997).
Uno de los casos más interesante es el receptor de kainato, otro subtipo de receptor 
ionotrópico de glutamato, de las neuronas del ganglio dorsal de rata. Su estimulación inhibe 
la liberación de GABA mediante un mecanismo que implica la activación de la hidrólisis de 
los lípidos de inositol por la PLC a través de una proteína Gi (Rodriguez-Moreno y Lerma, 
1998). En este caso, la actividad metabotrópica e ionotrópica están segregadas en diferentes 
localizaciones celulares y son independientes (Rozas y cols., 2003). En los astrocitos de 
cerebelo, ambas vías de señalización coexisten en la misma célula, aunque difieren en sus 
cinéticas de activación, de manera que la señalización metabotrópica precede a la ionotrópica. 
Sólo un porcentaje muy pequeño de células exhibieron respuestas de calcio con un único 
componente (≤ 15%), principalmente el componente ionotrópico. Centrándonos en estas 
últimas, comprobamos que todas presentaban una cinética de activación muy lenta, se requerían 
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al menos 60 segundos de estimulación con el agonista para desencadenar la respuesta. Estos 
resultados han sido confirmados mediante experimentos de electrofisiología, como puede 
comprobarse en el manuscrito que acompaña a esta tesis doctoral. Dichos periodos de tiempo 
son excesivamente largos para tratarse de un receptor ionotrópico. Sin embargo, en otras 
preparaciones también se han descrito cinéticas lentas de activación del receptor P2X
7
. Así, 
en las células acinares de la glándula parótida, cuando se realiza la primera aplicación del 
agonista, se requieren aplicaciones de 2,5 minutos de ATP para desencadenar las respuestas 
de calcio. En las mismas condiciones experimentales, estimulaciones posteriores inducen 
una respuesta mucho más rápida, similares a las que presentan las células de los conductos 
(Li y cols., 2003). Los autores sugieren que estas cinéticas tan diferentes podrían deberse 
a la existencia de distintas conformaciones del receptor P2X
7
. En las células acinares, el 
receptor estaría en la membrana en forma de monómeros inactivos, cuyo coensamblaje, para 
formar el receptor ionotrópico funcional, tendría lugar tras la exposición al agonista. Por 
el contrario, en las células de los conductos, el receptor ya estaría en forma de oligómeros 
activos, preparados para su activación. Por tanto, es posible que en los astrocitos de cerebelo 
ocurra algo similar a lo descrito en las glándulas salivares (figura 82). De este modo, la forma 
monomérica activaría la cascada metabotrópica de la hidrólisis de los lípidos de inositol e 
induciría la activación de las proteínas ERKs. Los valores de EC
50
 obtenidos para las dos 
respuestas son muy similares entre sí y coinciden con el descrito para el receptor P2X
7
 de 
rata (Jiang y cols., 2000b). La forma oligomérica presentaría actividad ionotrópica. Como 
se comentará más adelante, tanto la forma monomérica como la oligomérica pueden estar 
implicadas en la activación de la PKD. La existencia de una forma monomérica del receptor 
P2X
7
 en células gliales de hipocampo y cerebelo ya ha sido sugerida por otros autores (Kim 
y cols., 2001b).
Según el modelo propuesto, el BBG únicamente interaccionaría con la forma 
oligomérica bloqueando la actividad del canal, mientras que el PPADS interaccionaría con 
las dos formas del receptor. De este modo, el pequeño porcentaje del primer componente 
transitorio de las respuestas de calcio sensible a BBG, un 30%, que es idéntico al que se 
bloqueó por alto Mg2+, podría ser ionotrópico y estaría mediado por los pocos receptores que 
se encuentran ya coensamblados en la membrana. Teniendo en cuenta que algunos sitios de 
unión de los cationes divalentes se encuentran en la interfase de las subunidades P2X que 
forman el canal o interaccionan con residuos de las diferentes subunidades (Nagaya y cols., 
2005; Acuna-Castillo y cols., 2007), otra posibilidad es que el Mg2+ y el BBG se unan con 
menos afinidad a la forma monomérica y no bloqueen por completo su actividad.
El modelo no excluye que se pueda tratar de un heterómero formado por subunidades 
P2X
7
/P2X
4
 (Guo y cols., 2007). La proteínas de las subunidades P2X
4
 también se han 
detectado por inmunocitoquímica y, aunque el receptor P2X
4
 homomérico es insensible a 
PPADS, el perfil farmacológico del heterómero puede ser diferente (Soto y cols., 1996). 
No deja de ser una mera especulación, pero la presencia de este heterómero podría explicar 
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por qué el efecto de los iones Zn2+ sobre ambos componentes de las respuestas de calcio es 
menor que el observado con alto Mg2+. La inhibición producida sobre las subunidades P2X
7
, 
se compensaría con la potenciación sobre las subunidades P2X
4
. 
Tampoco se puede descartar que el receptor P2X
7
-like esté interaccionado, a través 
de su extremo C-terminal, con un receptor metabotrópico todavía no identificado, tal y como 
ocurre con el receptor ionotrópico GABAA y el receptor metabotrópico de dopamina D5 o 
entre el receptor ionotrópico de NMDA y el receptor de dopamina D1 (Liu y cols., 2000; 
Lee y cols., 2002). 
Extracelular
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IP3
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Multimérico
Ca2+
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Figura 82.- Modelo propuesto para el ensamblaje en la membrana del receptor P2X7. El 
receptor P2X7 podría existir en dos conformaciones. Una forma monomérica sería responsable 
de la movilización de los reservorios de calcio intracelular, de la activación de las ERKs y 
parcialmente de la activación de PKD. También existiría una conformación oligomérica con 
actividad de canal iónico e implicada también en la activación de PKD. La forma oligomérica 
sería sensible tanto a PPADS como a BBG, mientras que la forma monomérica sería totalmente 
sensible a PPADS y prácticamente insensible a BBG. 
2.2.- Los receptores P2X7-like y P2Y2 activan la cascada de las proteínas ERKs a través 
de una proteína Gi/o.
 Como ya se ha comentado, en la señalización metabotrópica del receptor P2X
7
-like 
también están implicadas las proteínas ERKs. Al igual que ocurría con las respuestas de 
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calcio, la activación de esta ruta de señalización por BzATP fue bloqueada por completo por 
el PPADS, que no modificó el efecto del UTP o del ATP. Esto indica que los dos últimos 
agonistas actúan sobre otro receptor, el receptor P2Y2 insensible a PPADS. 
Al igual que ocurría con el 2MeSADP, la activación de la cascada de las MAPKs por 
UTP y BzATP está mediada por proteínas Gi/o. Sin embargo, existen diferencias entre los 
mecanismos implicados. En el caso del 2MeSADP la respuesta era más transitoria ya que los 
niveles basales prácticamente se habían recuperado a la media hora de estimulación. Por el 
contrario, los niveles de fosforilación de las proteínas ERKs tras 30 minutos de estimulación 
con BzATP o UTP se mantenían alrededor del 60% de la fosforilación máxima. Asimismo, en 
la activación por 2MeSADP están implicadas las proteínas Src, mientras que en la respuesta 
a los otros dos nucleótidos dichas proteínas no están involucradas.  
De forma general, parece que los receptores P2X
7
 y P2Y2 activan está cascada 
mediante mecanismos similares (figura 83). Cabe esperar que exista alguna diferencia en 
el subtipo de PKC implicado en la respuesta a ambos agonistas. En el caso del BzATP, la 
activación de estas MAPKs es parcialmente sensible al quelante de calcio BAPTA-AM, 
que atraviesa la membrana plasmática y puede unirse al calcio intracelular. Asimismo, la 
sensibilidad al Gö6850 es ligeramente inferior a la observada en la respuesta a UTP. Por 
tanto, es posible que en ambos casos la activación de las ERKs dependa principalmente de 
nPKCs, pero que en el caso del receptor P2X
7
-like también este implicada algún subtipo de 
PKC clásica. 
 Se han descrito numerosos mecanismos por los cuales los receptores P2Y activan 
la cascada de las ERKs a través de diferentes efectores (Lenz y cols., 2000). El grupo 
del Dr. Soltoff ha propuesto una vía de activación para el receptor P2Y2 dependiente de 
la movilización de calcio intracelular y de las proteínas Src (Soltoff y cols., 1998). Esta 
ruta puede ser descartada en los astrocitos de cerebelo ya que la fosforilación de las ERKs 
inducida por UTP no se bloqueó por la preincubación con BAPTA-AM o con PP2. Respecto 
a la activación mediada por receptor P2X
7
, existen discrepancias sobre la dependencia de 
las respuestas a Ca2+. Amstrup y Novak (2003) apoyan que la activación de las proteínas 
ERKs y la entrada de calcio son independientes y están reguladas por distintos dominios 
del receptor. Por el contrario, Gendron y cols. (2003) han propuesto, en los astrocitos de 
corteza, un mecanismo según el cual la activación de las ERKs depende del incremento 
de la concentración de calcio intracelular. Aunque este último grupo también ha detectado 
la participación de la PKCδ independiente de calcio, que podría ser activada por el DAG 
generado por la fosfolipasa D (PLD) de manera similar a la que ellos mismos han descrito 
para el receptor P2Y2 (Neary y cols., 1999). Sin embargo, en los astrocitos de cerebelo de 
rata, la participación de la PLD puede ser descartada ya que las respuestas a BzATP y a UTP 
están mediadas por la PLC, ya que se bloquearon al pretratar las células con U-73122, al 
contrario de lo descrito por el grupo del Dr. Neary. Esta no es la única diferencia que existe 
entre la señalización purinérgica en los astrocitos de corteza y de cerebelo. Mientras que en 
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Figura 83.- Esquema del mecanismo propuesto para la activación de las proteínas ERKs 
por los receptores P2Y2 y P2X7-like. Ambos receptores inducen la formación de DAG que 
activa nPKCs que pueden fosforilar diferentes proteínas de la cascada de las MAPKs. Es posible 
que, en el caso del receptor P2X7-like, también este implicado algún subtipo de cPKCs, cuya 
activación es inducida por la movilización de calcio de los reservorios intracelulares.
nuestro modelo no hemos detectado la presencia de receptores P2X, estos si se expresan en 
los astrocitos de corteza (Jimenez y cols., 2000; Fumagalli y cols., 2003; Washburn y Neary, 
2006).
2.3.- El receptor P2X7-like activa a la PKD mediante cascadas de señalización 
ionotrópicas y metabotrópicas.
Al contrario del gran paralelismo que existe en la activación de las proteínas ERKs 
por UTP y BzATP, si hemos encontrado diferencias entre la activación y distribución 
subcelular de la PKD inducida por ambos nucleótidos. La fosforilación causada por UTP 
está mediada por un mecanismo metabotrópico similar al descrito para otros receptores. 
Sin embargo, la fosforilación de PKD inducida por BzATP solo fue parcialmente bloqueada 
por la preincubación con el U73122. El porcentaje de respuesta que se mantiene cuando se 
lleva a cabo dicho tratamiento, coincide con el porcentaje de inhibición observado al quelar 
el calcio extracelular. Además, aunque no se ha mostrado en esta tesis doctoral, cuando 
se realizan ambos tratamientos a la vez, antes de estimular las células, la fosforilación de 
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PKD se bloquea casi por completo. Esto indica que la activación de la PKD por el receptor 
P2X
7
-like depende tanto del componente metabotrópico como del componente ionotrópico 
de la respuesta a BzATP. Esta pequeña dependencia de la entrada de calcio también ha sido 
descrita por Bradford y Soltoff (2002) en las glándulas salivares, donde la preincubación con 
EGTA disminuye un 30% la fosforilación de la PKD inducida por BzATP. En la figura 84, se 
muestra un esquema de las posibles vías de activación de la PKD por ambos nucleótidos.
  La fosforilación de la PKD es insensible a toxina pertussis, indicando que el 
componente metabotrópico de la respuesta no está mediado por una proteína Gi. Yuan y cols. 
(2001) han demostrado que la activación de PKD1 por bombesina puede ocurrir a través 
de dos vías insensibles a dicha toxina. La primera de ellas estaría mediada por subunidades 
Gαq, mientras que en la segunda estaría implicada la activación de la proteína Rho por 
subunidades Gα
13
. Ambas rutas conducirían a la activación de PKCs que fosforilarían a la 
PKD en los residuos Ser744/Ser748. Los dos mecanismos se diferencian en que, mientras que 
la activación constitutiva de las subunidades Gαq induce una activación constante de PKD, 
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Figura 84.- Esquema del mecanismo propuesto para la activación de la proteínas quinasa 
D por los receptores P2Y2 y P2X7-like. Ambos receptores inducen la formación de DAG por la 
PLC. Este segundo mensajero activa nPKCs que fosforilan a la PKD. Por otro lado, el receptor 
P2X7-like puede incrementar los niveles de DAG debido a la activación de la PLD a través de 
diferentes mecanismos en los que pueden estar implicadas la entrada de calcio extracelular o 
la activación de diferentes proteínas con las que interacciona mediante su extremo C-terminal. 
Como consecuencia de dicha formación adicional de DAG, el BzATP induce una activación más 
prolongada de PKD y su translocación a la membrana plasmática.
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en el caso de las subunidades Gα
13
 una activación prolongada provoca la desensibilización 
de la respuesta (Yuan y cols., 2000; Yuan y cols., 2001).
La PKD puede modular otras cascadas de señalización, entre las que se encuentra 
la ruta de las proteínas ERKs (Hausser y cols., 2001). No existe un inhibidor específico de 
la PKD, generalmente cuando se quiere bloquear la activación de esta proteína se emplean 
inhibidores de las nPKCs, responsables de la fosforilación de la PKD, como el Gö6850. En 
el caso de los astrocitos de cerebelo de rata, este compuesto bloquea la fosforilación tanto de 
PKD como de las ERKs. Por tanto, en principio se podría pensar que PKD está regulando 
a estas MAPKs. Sin embargo, la sensibilidad de las dos respuestas a toxina pertussis es 
diferente, lo que indica que cada una está mediada por un tipo de proteína G, y probablemente 
a través de diferentes mecanismos, aunque en ambos están implicadas nPKCs. Asimismo, 
la fosforilación de la PKD no se vio afectada por el pretratamiento del U-0126, inhibidor de 
MEK1/2, indicando que  la respuesta no está regulada por las MAPKs.
Como se ha comentado, la activación de la PKD inducida por BzATP se bloquea 
totalmente al pretratar con el Gö6850, pero solo es parcialmente sensible al U-73122. Estos 
resultados indican que se requiere la activación de otra proteína que regule la producción 
de DAG de manera más tardía, tras la activación del canal. La candidata más idónea es 
la fosfolipasa D (PLD) (Jenkins y Frohman, 2005). Se ha descrito que el receptor P2X
7
 
puede activar a la PLD en diferentes tipos celulares a través de mecanismos dependientes e 
independientes de calcio (el-Moatassim y Dubyak, 1993; Sun y cols., 1999). En la glándula 
submaxilar, la activación de la PLD es parcialmente dependiente de calcio, siendo necesaria la 
participación de otras moléculas de señalización (Perez-Andres y cols., 2002; Pochet y cols., 
2003). Por otro lado, no hay que olvidar que el receptor P2X
7
 puede interaccionar con otras 
proteínas a través de su dominio C-terminal por ejemplo, con la PI4-quinasa que participa 
en la síntesis de fosfatidilinositol-bisfosfato (PIP2) que es un cofactor de la PLD (Kim y 
cols., 2001a; Garcia-Marcos y cols., 2006a). Además, a través de dicha región C-terminal 
este receptor puede unirse a proteínas con dominio de homología a Src 3 (SH3), como son 
los factores de intercambio de nucleótidos de guanina y proteínas con actividad GTPasa. 
Estas a su vez pueden activar a proteínas G de pequeño tamaño que están involucradas en la 
activación de la PLD por ejemplo, la proteína Rho (Denlinger y cols., 2001; Garcia-Marcos 
y cols., 2006a). 
Cuando se compara la activación de la PKD con 100 µM UTP o BzATP con la inducida 
por 300 µM BzATP, se observa que en este último caso es mayor y más sostenida. Este puede 
ser el motivo por el cual la translocación únicamente tiene lugar al estimular las células con 
300 µM BzATP. Es posible que en este caso la respuesta sea más mantenida debido a una 
mayor producción tardía de DAG como consecuencia de una mayor actividad ionotrópica. No 
hay que olvidar que en las respuestas de calcio, la magnitud del componente metabotrópico 
transitorio a 100 µM y 300 µM BzATP eran iguales, mientras que el componente ionotrópico 
aumentaba con la concentración.
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Los experimentos realizados con las células transfectadas con eGFP-PKD sugieren 
que esta proteína está implicada en las acciones tróficas del BzATP. Los cambios morfológicos 
inducidos por 300 µM BzATP se aparecen a los 30 minutos de estimulación, coincidiendo 
con el inicio de la translocación de la proteína.
A diferencia de lo que ocurre con la proteína endógena, 100 µM UTP no induce la 
fosforilación de los residuos Ser744/Ser748, y por tanto la activación, de la proteína eGFP-
PKDwt. El residuo Ser916 de la proteína exógena puede ser fosforilada por la proteína endógena, 
sin necesidad de que la proteína exógena sea activada (Sanchez-Ruiloba y cols., 2006). Es 
posible que el UTP, al no presentar señalización ionotrópica, no induzca la producción del 
DAG necesario para que tenga lugar dicha activación.
2.4.- Posibles implicaciones fisiológicas de la activación de los receptores de nucleótidos 
en los astrocitos de cerebelo.
 Según los resultados presentados en esta Tesis, se podría pensar que la señalización 
intracelular de los receptores de nucleótidos en los astrocitos es bastante redundante. Sin 
embargo, hay que tener en cuenta que existen una serie de diferencias entre las cascadas 
activadas por los diferentes nucleótidos. Tanto el 2MeSADP, como el UTP y el BzATP 
inducen la activación de las ERKs, pero difieren en el mecanismo intracelular. Asimismo, 
sólo los dos últimos agonistas activan a la PKD aunque mediante distintas cascadas de 
señalización. Estas diferencias, junto con el hecho de que los receptores purinérgicos pueden 
localizarse en distintos dominios de la membrana y que, dependiendo de las condiciones, se 
liberan unos nucleótidos u otros pueden explicar los diferentes efectos fisiológicos de estos 
compuestos. Por ejemplo, las células del endotelio vascular coexpresan los receptor P2Y1 y 
P2Y2, ambos capaces de activar a las proteínas ERKs (Seye y cols., 2003; Shen y Dicorleto, 
2008). En condiciones patológicas, como isquemia o estrés mecánico, estas células liberan 
UTP que, a través del receptor P2Y2, induce la proliferación y contracción de las células del 
músculo liso vascular (Shen y cols., 2006). Sin embargo, en condiciones fisiológicas, se ha 
comprobado que el ADP activa al receptor P2Y1 e induce la liberación de NO y la relajación 
de la vasculatura (Kaiser y Buxton, 2002).
 En el caso de los astrocitos de cerebelo de rata, la activación del receptor P2X
7
 induce 
cambios en la morfología que no son mimetizados por ningún otro nucleótido, mientras que 
el receptor P2Y2 está implicado en procesos de migración. Muchos autores han descrito la 
participación de los receptores P2 en quimiotaxis, entre los que se encuentran los receptores 
P2Y1, P2Y2, P2Y4 y P2Y12 (Chaulet y cols., 2001; Honda y cols., 2001; Pillois y cols., 2002; 
Omatsu-Kanbe y cols., 2006). En concreto, el receptor P2Y2 está implicado en la migración 
celular en músculo liso vascular, contribuyendo a la remodelación de la pared arterial que 
tiene lugar como respuesta a la dilatación mecánica o al daño de los vasos sanguíneos. 
No se puede descartar la posibilidad de que los receptores purinérgicos expresados 
en los astrocitos de cerebelo de rata se regulen entre sí. Como se ha comentado a lo largo 
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de está discusión, dicha interacción es bastante probable en el caso de los receptores P2Y1 
y P2Y
13
-like. Asimismo, hay un dato que sugiere que existe un mecanismo de modulación 
entre el receptor P2Y2 y P2X7. Cuando las células se estimulan con concentraciones del 
agonista fisiológico, el ATP, que debían activar al receptor P2X
7
 no se observan las mismas 
respuestas que cuando se lleva a cabo la estimulación con BzATP. Por el contrario las 
respuestas a ATP son similares a las provocadas por el agonista del receptor P2Y2 y parecen 
estar mediadas por el mismo receptor que las respuestas a UTP. Está interacción podría ser 
similar a la observada entre los receptores P2Y1 y P2X3, mediante la cual el primero inhibe 
al segundo, y que podría ser la causa del efecto analgésico del ADP (Gerevich y cols., 2005). 
La activación del receptor P2X
7
 va acompañada, en muchas ocasiones, de procesos que se 
observan durante la astrogliosis y que desencadenan efectos no deseados, como consecuencia 
de una activación excesiva de los astrocitos. Recientemente, se ha descrito que en astrocitos 
el receptor P2Y2 desempeña un importante papel neuroprotector (Chorna y cols., 2004). Por 
tanto, dicha interacción podría ser un mecanismo de control de la magnitud de la respuesta 
a daño celular al tiempo que supondría un mecanismo de neuroprotección en condiciones 
patológicas.
 La interacción entre los diferentes receptores purinérgicos puede ser favorecida por 
su localización en las mismas regiones de la membrana. Como ya se ha comentado, algunos 
subtipos de receptores de nucleótidos pueden encontrares en dominios de membrana ricos en 
lípidos de baja densidad, denominadas balsas lipídicas, así como en otras regiones. Por tanto, 
es posible que exista una separación espacial que permita la regulación de diferentes cascadas 
de señalización, como ocurre con la activación de las proteínas ERKs y p38 MAPK por el 
receptor P2Y2 (Sugawara y cols., 2007). Al igual que el receptor P2Y13, el receptor P2X7 
también ha sido detectado en las balsas lipídicas. En glándulas submaxilares, este receptor 
activa a la fosfolipasa A2 (PLA2) de manera independiente a la actividad del canal. Ambas 
respuestas presentan diferente sensibilidad a la depleción del colesterol, mientras que la 
activación de la PLA2  se bloquea por completo, la entrada de calcio no se modifica (Garcia-
Marcos y cols., 2006b). Estos autores proponen un modelo según el cual, en las glándulas 
submaxilares, existe una forma monomérica del receptor que activa a la PLA2  y que estaría 
localizada en dominios de membrana ricos en lípidos de baja densidad. Además, también 
habría una forma multimérica responsable de la formación del canal fuera de dichas regiones 
de la membrana. Es posible que en los astrocitos de cerebelo, exista una situación similar, lo 
que permitiría la separación espacial de las señalizaciones metabotrópica e ionotrópica del 
receptor P2X
7
-like.
Por todo ello, y afortunadamente, los resultados de esta tesis no constituyen un punto y 
final. Por el contrario, existen todavía numerosas incógnitas sobre el papel de los nucleótidos en 
sistema nervioso, en concreto en los astrocitos. Por suerte, en las últimas décadas se han realizado 
numerosos avances tanto en sistema purinérgico como en células gliales, campos a los que 
durante mucho tiempo no se les prestó atención pero que actualmente despiertan gran interés.
Conclusiones6
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1.- Los astrocitos de cerebelo coexpresan dos receptores de ADP que pueden ser 
activados simultáneamente por concentraciones nanomolares del agonista, los receptores 
P2Y1 y P2Y13-like. El receptor P2Y1 activa a la fosfolipasa C e induce la movilización de 
calcio intracelular y el receptor P2Y
13
-like está acoplado a la inhibición de la adenilato ciclasa 
a través de una proteína Gi/o.
2.- La estimulación del receptor P2Y
13
-like también induce la fosforilación de las 
proteínas ERKs mediante un mecanismo dependiente de proteínas Gi/o y de proteínas Src. A 
altas concentraciones de agonista, este receptor activa la fosfolipasa C y la movilización de 
los reservorios intracelulares de calcio.
3.- Los astrocitos de cerebelo expresan mRNAs de las subunidades P2X1, P2X3, P2X4 
y P2X
7
. Pero sólo las proteínas de las subunidades P2X
4
 y P2X
7
.
4.- El receptor P2X
7
-like en los astrocitos de cerebelo de rata posee unas características 
peculiares: Su activación no induce la formación del poro citolítico ni apoptosis, sino que 
provoca cambios en la morfología de las células y presenta una señalización no canónica.
5.- El receptor P2X
7
-like está acoplado a diferentes cascadas de señalización. A través 
de mecanismos metabotrópicos induce la activación de la fosfolipasa C y la movilización 
de calcio de los reservorios intracelulares, así como la fosforilación de las proteínas ERKs. 
La activación de la proteína quinasa D inducida por el receptor P2X
7
-like está mediada por 
mecanismos de señalización metabotrópicos e ionotrópicos. Esta proteína quinasa parece 
estar implicada en los cambios morfológicos inducidos por BzATP.   
1.- Cerebellar astrocytes coexpress two ADP receptor subtypes which can be 
simultaneously activated at nanomolar concentrations of the nucleotide, P2Y1 and P2Y13-
like receptors.  P2Y1 receptor induces PLC activation and intracellular Ca
2+ mobilization and 
P2Y
13
-like receptor is coupled to adenylate cyclase inhibition by Gi/o proteins.
2.- P2Y
13
-like receptor also elicited ERKs activation by an intracellular mechanism 
that involves Gi/o proteins, Src and calcium-independent PKCs. This receptor is also coupled 
to PLC at high agonist concentrations. 
3.- Cerebellar astrocytes express mRNA for P2X1, P2X3, P2X4 and P2X7 subunits, 
but only P2X
4
 and P2X
7
 proteins.
4.- P2X
7
-like receptor expressed in cerebellar astrocytes exhibits two major 
peculiarities, first its activation does not lead to the formation of membrane pores and second 
it presents a no canonical signalling.
5.- P2X
7
-like receptor activates different intracellular signalling pathways. This 
receptor induces phospholipase C activation and intracellular calcium mobilization, ERKs 
phosphorylation as well. Protein kinase D activation induced by P2X
7
-like receptor is 
mediated by metabotropic and ionotropic intracellular mechanisms. This kinase could be 
implicated in morphological changes elicited by BzATP.  
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